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RESUMO 

 

Os estudos elaborados para conclusão dessa tese tiveram por objetivo avaliar os 

efeitos bioativos dos peptídeos sintéticos produzidos a partir dos estudos 

comparativos de atividade bactericida e leishmanicida de uma espécie de serpente 

Bothrops atrox e avalição de peptídeos bioativos com propriedades antioxidantes 

isolados, caracterizados e sintetizados a partir do veneno da serpente B. moojeni, 

encontrada na região do Delta do Parnaíba entre os estados do Piauí e Maranhão. 

No total do estudo, foram sintetizados 4 peptídeos (BatxC, BatxC(C-2.14Phe)des-

Phe1, BatxC(C-2.15Phe) e BmT-2) com determinação das suas estruturas e 

composição química-física por técnicas hifenadas e in silico. Os três primeiros 

peptídeos foram avaliados sua citotoxidade, com ensaios em macrófagos de 

linhagem J774 e queratinócitos humanos (HaCat) com CC50 (1,60 a 34,07 µM). Os 

estudos em Leishmania (L.) amazonensis avaliaram a capacidade do peptídeo 

causar dano celular em promastigotas, através dos ensaios por Sitox Green® e por 

Microscopia de Força Atômica (MFA), determinar a Concentração Mínima Inibitória 

(CIM) em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (0,48 a 7,75 µM) e as 

concentrações capazes de destruir amastigotas interiorizadas em macrófagos de 

BALB/c (0,23 a 1,94 µM). O quarto peptídeo, a primeira triptofilina identificada em 

veneno de serpente tiveram os ensaios antioxidantes testados para células 

nervosas Neuro2a e SK-N-BE(2). Ensaios de citotoxicidade em neuroblastoma SK-

N-BE(2) e eritrócito humano (RBCs)/O+) com significância de p<0,05, e avaliado 

sua capacidade antioxidante para os ensaios de ABTS, ORAC e dano ao DNA, com 

resultado expressivo em 4.000 ppm. O estresse oxidativo foi avaliado através dos 

ensaios in vitro do Nrf2 e SOD2 e citometria de fluxo nas concentrações de 50 e 

100 µM o peptídeo BmT-2 apresentando atividade com p<0,05. O presente trabalho 

obteve resultados significativos, demonstrando a eficácia desses peptídeos quanto 

sua capacidade microbicida e neuroprotetora.  

 

 

 

Palavra-chave: Bothrops, Peptídeo-antimicrobiano, Veneno, Antioxidante, 

Neuroprotetor. 
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ABSTRACT 

 

The studies developed to conclude this thesis, aimed to evaluate the bioactive 

effects of synthetic peptides produced from comparative studies of bactericidal and 

leishmanicidal activity of a species of Bothrops atrox snake and evaluation of 

bioactive peptides with antioxidant properties isolated, characterized and 

synthesized at from the venom of the snake B. moojeni, found in the Delta do 

Parnaíba region between the states of Piauí and Maranhão. In the total of the study, 

4 peptides (BatxC, BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1, BatxC(C-2.15Phe) and BmT-2) 

were synthesized, determining their structures and chemical-physical composition 

by hyphenated and in silico techniques. The first three peptides were evaluated for 

their cytotoxicity, with assays in J774 lineage Macrophages and Human 

Keratinocytes (HaCat) with CC50 (1.60 to 34.07 µM).The studies in Leishmania (L) 

amazonensis evaluated the peptides ability to cause cellular damage in 

promastigotes, through Sitox Green and Atomic Force Microscopy (AFM) assays, 

to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) in Gram-negative and 

Gram-positive bacteria (0.48 to 7.75 µM) and the concentrations capable of to 

destroy amastigotes internalized in BALB/c macrophages (0.23 to 1.94 µM).The 

fourth peptide, the first tryptophyllin identified in snake venom, had the antioxidant 

assays tested for Neuro2a and SK-N- BE(2) nerve cells. Cytotoxicity assays in 

neurobastoma SK-N-BE(2) and human erythrocyte (RBCs)/O+) with a significance 

of p<0.05, and evaluated its antioxidant capacity for ABTS, ORAC and DNA damage 

assays, with an expressive result at 4000 ppm. Oxidative stress was evaluated 

through in vitro assays of Nrf2 and SOD2 and flow cytometry at concentrations of 

50 and 100 µM the peptide BmT-2 showing actividy with p<0.05. The present work 

obtained significant results, demonstrating the effectiveness of these peptides in 

terms of their microbicidal and neuroprotective capacity. 

 

 

  

Keywords: Bothrops, Antimicrobial peptides, Venom, Antioxidants, 

Neuroprotective. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

O uso da ligação química no campo de peptídeos bioativos abriram várias 

oportunidades para expandir as aplicações de peptídeos/proteínas em ciências 

biológicas1. Através da bioprospecção de moléculas bioativas, os produtos naturais 

desempenham um papel relevante no desenvolvimento de produtos farmacêuticos 

e outros bioprodutos, devido à diversidade estrutural e funcional presentes em 

diversas substâncias encontradas através dos estudos da fauna e flora espalhadas 

pelos ecossistemas terrestres, contribuindo para a descoberta de importantes 

moléculas de interesse a saúde humana2.  

Desde suas origens na síntese de hormônios naturais endógenos, a 

inovação na ciência dos peptídeos continua a moldar a prática da química sintética 

e analítica, devido aos desafios inerentes à montagem dessas moléculas 

multifuncionais e suas aplicações abundantes em vários campos do conhecimento, 

incluindo medicina, ciência de materiais, catálise e nanotecnologia3.  Nas últimas 

décadas, inúmeras aplicações de tais transformações químicas nos campos da 

química medicinal e química de peptídeos vem sendo relatadas, empregando 

abordagens pró-fármaco para melhorar as propriedades físico-químicas de 

candidatos a fármacos4.  

Inúmeros estudos apontam para a importância da prospecção e isolamento 

de novas moléculas de interesse ao combate a doenças infecciosas, adjunto a 

produção e desenvolvimento tecnológico e a conservação da biodiversidade 

explorada5,6. Segundo o Centro para Controle e Prevenção de Doenças – 

CDC/Estados Unidos da América (EUA), as ameaças à saúde causadas por 

infecções de microrganismos resistentes a antibióticos e a vários agentes 

germicidas vêm atingindo altos índices. Estima-se que anualmente, pelo menos 

dois milhões de pessoas desenvolvem doenças relacionadas às infecções e 23.000 

mortes são causadas por bactérias resistentes aos antibióticos nos EUA7.  

Muitos microrganismos têm desenvolvido resistência tanto contra os já bem 

estabelecidos antibióticos de uso convencional quanto contra os antibióticos de 

última geração8. Uma importante ferramenta no combate a esses microrganismos, 
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são os peptídeos antimicrobianos (PAMs). Foram estabelecidos a tempos como 

poderosos componentes do sistema imune inato de muitos organismos. Devido ao 

seu amplo espectro de atividade e ao improvável desenvolvimento de resistência 

do hospedeiro contra eles, os PAMs são fortes candidatos ao controle de patógenos 

microbianos patogênicos resistentes a drogas. Os PAMs são moléculas que 

causam morte celular através de vários mecanismos independentes ou 

cooperativos envolvendo lise de membrana, atividade não lítica e/ou mecanismos 

intracelulares9.  

Defensinas e catelicidinas compreendem as principais famílias de peptídeos 

disruptivos de membrana em vertebrados. A interação eletrostática entre 

aglomerados de resíduos catiônicos da defensina e grupos fosfolipídeos 

carregados negativamente pode formar poros na membrana bacteriana que 

destroem a integridade da membrana, promovendo o rompimento membranoso dos 

micróbios-alvo10.  

A família das temporinas-SHd, peptídeo de estrutura de 8 a 17 resíduos de 

aminoácidos, apresentam um grande espectro no controle antimicrobiano. Este 

peptídeo apresentou potentes atividades antibacterianas contra bactérias Gram-

negativas e Gram-positivas, incluindo Staphylococcus aureus resistentes a 

múltiplos fármacos, bem como atividade antiparasitária contra o promastigota e o 

estágio intracelular (amastigota) de Leishmania infantum11. A identificação e 

caracterização desses PAMs ao longo do tempo, vem demonstrando uma 

excelente alternativa para a formulação de possíveis fármacos de interesse a 

saúde. A potencialidade dos PAMs é observada em vários experimentos quanto 

sua eficiência no controle de microrganismos. A dermaseptina 01 um potente 

peptídeo leishmanicida, foi extraída da secreção produzida pela Phyllomedusa 

nordestina, perereca também distribuída na região do Delta do Parnaíba12,13.  

Em outro trabalho com extração de peptídeos antimicrobianos em anfíbios 

com atividade antileishmania, isolou uma nova molécula, pertencente à família das 

ocelatinas, a partir da secreção da pele de Leptodactylus pustulatus14. Os estudos 

com secreções da pele dos anfíbios, vem possibilitando a descoberta de uma 

variedade de novas moléculas com atividades antimicrobianas, a filosseptina 

isolada da secreção cutânea das rãs brasileiras Phyllomedusa hypochondrialis e 
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Phyllomedusa oreades, também apresentam atividade contra protozoários da 

família dos Trypasomatidae, Trypanosoma cruzi15.  

Os répteis também exercem um papel importante, a partir de seu veneno 

podemos isolar peptídeos antimicrobianos. A desintegrina isolada do veneno de 

Ceraste ceraste, encontrada nos desertos e semidesertos do Norte Africano, exibe 

atividade antiparasitária em promastigotas de Leishmania infantum16.  

Os polipeptídeos da peçonha de Bothrops atrox demonstraram grande 

potencial como antiprotozoários. A batroxicididina (BatxC) um PAM relacionado a 

catelicidina, promovem atividade não só contra Trypanosoma cruzi, mas também 

contra os tripanossomas africanos e parasitas do gênero Leishmania17. Em saúde 

pública, os PAMs vêm demonstrando ser uma fonte alternativa no combate aos 

microrganismos, as doenças negligenciadas causadas por agentes infecciosos são 

consideradas endêmicas em populações de baixa renda e possuem um volume de 

investimentos aquém das expectativas e necessidades o que dificulta a pesquisa e 

o desenvolvimento de novos fármacos desse espectro.  

Para além dos estudos já bem caracterizados relacionados as atividades 

microbicidas dos peptídeos encontrados em espécies de anfíbios e serpentes, outro 

campo promissor de interesse na descoberta de moléculas bioativas, são os 

peptídeos de baixo peso molecular, com atividade antioxidante.  

O estresse oxidativo decorre de um desequilíbrio entre a geração de 

compostos oxidantes e a atuação dos sistemas de defesa antioxidante enzimático 

(superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e não enzimático de 

origem endógena ou dietética (licopeno, carotenoides e ácido ascórbico), onde a 

geração de radicais livres e/ou espécies reativas não radicais resultante do 

metabolismo de oxigênio e/ou nitrogênio (EROs e ERN) são captados e 

neutralizados, impedindo os possíveis danos celulares18.  

Em doenças neurodegenerativas, essas espécies reativas de oxigênio 

(EROs) estão associadas a mecanismos de disfunção celular neural. Estudos 

apontam que para essas doenças, o estresse oxidativo é uma parte essencial do 

processo patológico, como na doença de Alzheimer (DA) onde, distúrbio 

mitocondrial com o aumento dos níveis de metais, inflamação e peptídeo β-amilóide 

(Aβ), promovem a deposição de Aβ, hiperfosforilação de tau e a subsequente perda 
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de sinapses e neurônios19. Outros exemplos são as doenças de Parkinson e 

Huntington, que estão diretamente associadas ao seu desenvolvimento através da 

geração de espécies reativas de oxigênio (EROs), neuroinflamação, disfunção 

mitocondrial e agregação proteica aberrante20,21. Atualmente no mundo, inúmeros 

países vem demonstrando o aumento da incidência de doenças 

neurodegenerativas conforme o aumento da perspectiva de vida de seus 

habitantes, estima-se que a doença de Alzheimer (DA) afeta 36 milhões de pessoas 

espalhadas pelo mundo22, bem como a doença de Parkinson (DP), com 

aproximadamente 6 milhões de pessoas23. Só nos Estados Unidos, por exemplo, a 

doença de Alzheimer (DA) afeta aproximadamente 4,5 milhões de americanos, com 

projeção de aumentar para 11 e para 16 milhões até 2050; A doença de Parkinson 

(DP) aflige aproximadamente um milhão de pessoas nos Estados Unidos, 60.000 

novos casos são diagnosticados a cada ano, e sua incidência é projetada para 

quadruplicar até 204024.  

Os peptídeos e proteínas com atividade antioxidante encontrados nos 

venenos dos animais, podem ser uma alternativa para tentar combater o estresse 

desencadeado por ERO e ERN em níveis celulares. Em abelhas Apis cerana, a 

proteína vitelogenina (Vg) desempenham papéis importantes, testes in vitro, 

demonstraram que o AcVg está envolvido na imunidade inata na infecção e em um 

sistema de defesa contra ERO, apoiando um papel crucial do Vg de abelha como 

agente antimicrobiano e antioxidante produzido no corpo e no veneno25.  

Em anfíbios, diversos trabalhos apontam para a importância desses 

peptídeos antioxidantes metabolizados principalmente na transição do meio 

aquático para o ambiente terrestre, onde a exposição ao ar atmosférico e raio 

ultravioleta B (UVB), acarreta na produção dessas moléculas antioxidantes26,27. Em 

serpentes, esses peptídeos e proteínas são pouco relatados, pois geralmente em 

trabalhos científicos, exceto os peptídeos potenciadores de bradicinina (BPPs) bem 

consagrados no campo da pesquisa e os antimicrobianos, suas moléculas estão 

mais associadas a alguma desordem celular, comprometendo o funcionamento do 

organismo em contato.  

O veneno desses animais, são fontes de biomoléculas que merecem nossa 

atenção, a Alternagina-C (ALT-C) uma proteína isolada do veneno da serpente 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/innate-immune-system
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Rhinocerophis alternatus, apresentou resultados interessantes num estudo in vivo, 

onde foi capaz de aumentar as atividades de enzimas antioxidantes hepáticas, 

como superóxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase, 

diminuindo o dano oxidativo basal aos lipídios e proteínas no fígado dos peixes da 

espécie Hoplias malabaricus28. Outro exemplo e de grande importância para o 

estudo devido sua distribuição espacial, são as serpentes do gênero Bothrops sp., 

a espécie B. jararaca bem como a Bothrops moojeni, são encontradas em matas 

de galeria, matas ciliares além de áreas abertas adjacentes e úmidas, encontram-

se distribuídas por países como o Brasil, Paraguai e Argentina29.  

Um peptídeo de baixo peso molecular (LMWF) isolado de uma fração do 

veneno de uma B. jararaca in vitro, foi capaz de conferir capacidade neuroprotetora 

em células do hipocampo, quando induzidos ao estresse oxidativo por peróxido de 

hidrogênio (H2O2), demonstrando que o LMWF reduz as expressões de 

argininosuccinato sintase (AsS) e superóxido dismutase (SOD1), sugerindo que 

essa fração promove neuroproteção e a viabilidade das células de hipocampo por 

atenuação do estresse oxidativo30. 

Inúmeras espécies de serpentes são encontradas espalhadas pelo território 

nacional, a região do Delta do Parnaíba é uma delas, a região é caracterizada como 

um arquipélago localizado no encontro das águas do Rio Parnaíba com o Oceano 

Atlântico, entre o litoral do Piauí e do Maranhão. Ao todo, o Delta é formado por 

mais de 70 ilhas, que ocupam um espaço de cerca de 2.700 km2, correspondente 

à cidade de Parnaíba, no Piauí, sendo cerca de 80 % do território alocado em solo 

maranhense31 (Figura 1A). Do ponto de vista geomorfológico é uma área dinâmica 

e, sob a ótica ecológica se caracteriza pela presença de endemismos e alta 

biodiversidade com vegetação e fauna exuberante32, onde é possível encontrar 

espécies de serpentes como a B. moojeni (Figura 1B).  
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Figura 1. (A) Imagem da Região do Delta do Parnaíba, em (B) espécie de B. 
moojeni. 

 

Assim sendo, o estudo de moléculas como as catelicidinas e a triptofilina 

BmT-2 (FPWLLS-NH2) identificado no veneno da Bothrops moojeni  proveniente da 

região do Delta do Parnaíba, entre os Estados do Piauí e Maranhão, pode ser uma 

alternativa viável para a caracterização de novas biomoléculas de interesse a 

saúde, visto que seu veneno é potencialmente rico em macromoléculas. A 

caracterização e o isolamento dessas moléculas com capacidade antiparasitária 

e/ou neuroprotetora, é de suma importância para a prospecção de novos fármacos, 

tornando-se uma alternativa no combate a microrganismos patogênicos a saúde 

humana como para doenças neurodegenerativas. 
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OBJETIVO GERAL 

 

Sintetizar, purificar e caracterizar peptídeos bioativos identificados nos venenos de 

Botrhops atrox e Botrhops moojeni assim como determinar espectro de atividade 

antibacteriana, antileishmania e efeitos antioxidante. 

 

OBJETIVO ESPECÍFICO 

 

• Sintetizar, purificar e caracterizar peptídeos encontrados em serpentes 

Botrhops atrox e Botrhops moojeni; 

• Avaliar atividade bacteriana contra estirpes gram-negativas e gram-positivas; 

• Realizar ensaios antiparasitários contra formas promastigota e amastigota de 

Leishmania (L.) amazonensis; 

• Avaliar a citotoxicidade in vitro dos peptídeos sintéticos em culturas celulares;  

• Determinar os efeitos causados pelos peptídeos por técnicas avançadas de 

microscopia de força atômica (MFA); 

• Avaliar os efeitos antioxidantes in vitro para ABTS, ORAC e proteção a quebra 

do DNA; 

• Apontar as interações eletrostáticas por técnica de dinâmica molecular com 

campo reativo; 

• Realizar ensaios antioxidantes, em células SK-N-BE(2) por Citometria de Fluxo 

e quantificar a expressão da via NRF2 e SOD(2) em Neuro2a.  
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RESUMO 

 

Venenos de serpentes são importantes fontes de moléculas bioativas, incluindo 

aquelas com atividades antiparasitárias. As catelicidinas são uma classe de 

peptídeos bioativos que são produzidas por uma variedade de organismos. A 

batroxicidina (BatxC) é uma catelicidina encontrada no veneno (Bothrops atrox). No 

presente trabalho, BatxC e dois análogos sintéticos, BatxC(C-2.15Phe) e BatxC(C-

2.14Phe)des-Phe1 foram avaliados quanto à sua atividade microbicida. Todos os 

três peptídeos mostraram uma atividade de amplo espectro sobre bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas, bem como formas promastigotas e amastigotas de 

Leishmania (Leishmania) amazonensis. Os dados de CD e NMR indicaram que os 

três peptídeos mudaram sua estrutura após interação com membranas, formando 

estrutura em α-hélice. Estudos com modelos de membrana biomimética 

demonstraram que os peptídeos exercem um efeito de permeabilização em 

membranas procarióticas levando à deformação da morfologia celular, o que foi 

confirmado por microscopia de força atômica (MFA). As moléculas consideradas 

neste trabalho exibiram atividade bactericida e leishmanicida em baixas 

concentrações, com os dados de MFA sugerindo a formação de poros na 

membrana como mecanismo de ação. Esses peptídeos são valiosos protótipos de 

drogas a serem investigados e eventualmente usados para tratar infecções 

bacterianas e protozoárias. 

Palavras-chave: Peptídeos Antimicrobianos, serpentes, atividade antileishmania, 

extrusão em membrana. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Peptídeos antimicrobianos (PAMs) são conhecidos pela grande importância 

na natureza como uma das primeiras linhas de defesa imune inata de alguns 

animais33, apresentam características como potencial terapêutico de combate a 

vírus, fungos, parasitas, bactérias entre outros microorganismos34. Para além de 

mastócitos, neutrófilos, e outras células fagocitarias leucocitárias, os PAMs, em 

especial os catiônicos, são protagonistas na linha de frente contra patógenos 

exercendo um papel essencial no auxílio à fagocitose e atividade imunomodulatória 

como modulação da produção de citocinas35. Prováveis mecanismos de ação 

desses peptídeos, como a ruptura da membrana do patógeno por diversos modos 

como nos modelos “carpet-like”, “toroidal”, “barrel-stave” e até a inibição do DNA e 

de funções proteicas36 contribuem no controle de micro-organismos invasores.  

A busca por esses PAMs vem sendo cada vez mais ampliada e atualmente 

são conhecidas mais de 5.000 biomoléculas destas classes incluindo naturais e/ou 

sintéticas37. Alguns PAMs apresentam atividade contra bactérias gram-negativas, 

gram-positivas e estirpes multirresistentes (MR), o que demonstra seu potencial 

para substituir os antibióticos convencionais38,39.  

A Organização Mundial de Saúde (OMS) vem alertando para a necessidade 

da produção de novos fármacos para combater as bactérias que atualmente 

apresentam resistência aos antibióticos. Essa preocupação é principalmente 

relacionada a bactérias multirresistentes específicas, incluindo Acinetobacter 

baumannii, Pseudomonas aeruginosa, e uma diversidade de Enterobacteriaceae 

(Klebsiella spp., Escherichia coli, Serratia spp. e Proteus spp.), que atualmente 

representam uma séria ameaça nos hospitais e entre os pacientes em geral40.  

A catelicidina LL-37, é um dos principais PAMs encontrado em humanos nos 

fluídos biológicos como suor e saliva, sendo um peptídeo helicoidal anfipático, com 

37 resíduos de aminoácidos exibindo um amplo espectro de atividade41. A família 

de peptídeo de catelicidina é composta por moléculas com a mesma sequência que 

a proteína catelina no domínio N-terminal e sequência C-terminal variável, podendo 

ser caracterizado de acordo com sua a atividade antimicrobiana42. Sua estrutura 
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secundária, varia de folhas-β com pontes dissulfeto intramoleculares a α-hélices 

anfipáticas com afinidade por membranas bacterianas carregadas negativamente. 

Quando peptídeos e membranas bacterianas interagem, o efeito 

antimicrobiano é muitas vezes imediato, lisando a membrana através de vários 

mecanismos de permeabilização da membrana43. Inúmeras moléculas com essas 

características são descritas em diversos estudos44, sendo répteis45,46 e 

anfíbios47,48 excelentes representantes na natureza como fonte de biomoléculas 

com essa finalidade. As catelicidinas apresentam atividades antibacteriana contra 

Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae, Escherichia 

coli e Pseudomonas aeruginosa, sendo para todas as estirpes, os valores 

apresentados em torno de 30 µg/mL para concentração mínima inibitória (CIM)49. 

Além disso, outros estudos indicam que as catelididinas são eficientes no controle 

antiviral e atividade antiiflamatória50.  

A leishmaniose é uma importante doença parasitária negligenciada que 

ocorre em todo o mundo com uma prevalência de 12 milhões de casos. Com isso 

estima-se que mais de 350 milhões de pessoas vivem em áreas risco de 

transmissão51. Existem poucas opções para tratar pacientes com leishmaniose; os 

antimoniais pentavalentes são o fármaco de primeira classe empregado para tratar 

todas as formas clínicas de leishmaniose. Por causa dos efeitos colaterais graves 

associados ao tratamento com o antimonial pentavalente52, muitos esforços têm 

sido feitos para desenvolver intervenções farmacológicas alternativas, incluindo o 

uso de peptídeos. Os efeitos específicos das catelicidinas na leishmaniose têm sido 

mal descritas; no entanto, este grupo de peptídeos está implicado na defesa do 

hospedeiro contra Leishmania53,54. Por exemplo, LL-37 recombinante humano 

(hrLL37) elimina as formas promastigotas e amastigotas de Leishmania aethiopica 

e Leishmania major induzindo apoptose do parasita55. 

Os estudos mencionados ressaltam a versatilidade das catelicidinas em 

termos de atividade e fonte biológica. Além disso, a bioatividade de muitos 

peptídeos desta família permanece em grande parte inexplorado. Por exemplo, 

poucos estudos têm investigou a atividade das catelicidinas de venenos de 

serpentes, que podem conter peptídeos promissores. Este é o caso do batroxicidina 

(BatxC), a catelicidina encontrada na glândula de veneno de Bothrops atrox, que 
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demonstrou eliminar todos as formas de desenvolvimento do Trypanosoma cruzi 

com alta seletividade17. Até onde sabemos, não há relato sobre a possível atividade 

leishmanicida de BatxC. 

Neste estudo, a atividade antibacteriana de BatxC e dois análogos sintéticos, 

BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 e BatxC-(C-2.15Phe), foi avaliada contra E. coli, P. 

aeruginosa, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus, incluindo isolados 

multirresistentes (MDR). Além disso, o efeito leishmanicida contra Leishmania 

(Leishmania) amazonensis também foi avaliada em promastigotas e formas 

intracelulares amastigotas. Após esses experimentos, o mecanismo de ação dos 

peptídeos foi inferido através de microscopia de força atômica (MFA) e modelos 

miméticos de membrana, usando dicroísmo circular (CD) e fluorescência e 

ressonância magnética nuclear (RMN) para entender melhor sua interação com a 

superfície celular. A citotoxicidade contra duas linhagens celulares de mamíferos 

também foi avaliada para inferir o potencial de seletividade terapêutica. 

 

2. SEÇÃO EXPERIMENTAL 

2.1.  Síntese e Caracterização 

 

Síntese peptídica. Os peptídeos  utilizados nos ensaios neste trabalho 

foram BatxC (KRFKKFFKKLKNSVKKRVKKFFRKPRVIGVTFPF-NH2; massa 

molecular = 4.257,41 kDa), BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 

(KRFKKFFKKLKNSVKKRVKFFFRKPRVIGVTFP-NH2; massa molecular = 

4.128,65 kDa) e BatxC-(C-2.15Phe) 

(KRFKKFFKKLKNSVKKRVKFFFRKPRVIGVTFPF-NH2; massa molecular = 

4.275,76 kDa) todos sintetizados pelo método de síntese em fase sólida (SPPS) 

FMOC/tBu, utilizando resina Rink Amide (Sigma) 0,7 mmol/g e DIC/Oxima®56. Os 

peptídeos sintetizados foram purificados por cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE) numa coluna C18 de fase reversa (250×20 mm I.D., 15 µm, Shim-Pack 

PREP-ODS). Para confirmar a presença das moléculas purificadas (ANEXO I), com 

análise de espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF Ultraflex III Extreme Bruker 

Daltonic no modo refletor, positivo (ANEXO II). 
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BatxC e análogos, designer dos peptídeos e alinhamento da sequência. 

O portal de recursos de bioinformática ExPASy (www.expasy.org/tools), 

hospedando o software FASTA3 (versão 3 do EBI, 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/), foi acessado para pesquisar peptídeos 

semelhantes a BatxC em todos os bancos de dados de proteínas disponíveis 

(FIGURA 2). Depois, o os resultados foram enviados para Clustal Omega 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para alinhamento de múltiplas 

sequências. Ambas as sequências sintéticas são exibidas na FIGURA 2. Todos os 

peptídeos sintéticos nomes foram dados de acordo com a Comissão Conjunta 

IUPAC-IUB sobre Regras de Nomenclatura Bioquímica57. 

Previsão de características físico-químicas in silico. Os parâmetros físico-

químicos dos peptídeos foram calculados usando o programa ProtParam tool 

(https://web.expasy.org/protparam/). A hidrofobicidade média (⟨H⟩) foi calculada 

usando a escala de hidrofobicidade de consenso de Eisenberg e Weiss58. O 

programa HeliQuest (https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/) foi utilizado para calcular os 

momentos hidrofóbicos (μH) e as projeções das rodas helicoidais59. As previsões 

do modelo estrutural tridimensional de peptídeos maduros foram geradas usando 

PEP-FOLD 3.5 para representar a estrutura 3D60. 

 

2.2.  Ensaios de atividade antibacteriana 

 

Determinação da Concentração Mínima Inibitória. Para medir a atividade 

antibacteriana, os peptídeos foram testados contra cepas de referência, duas 

Gram-positivas (S. aureus ATCC 29213 e E. faecalis ATCC 29212) e duas bactérias 

Gram-negativas (E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853). Além disso, 

eles também foram testados contra isolado clínico Sa1 MDR (um S. aureus 

resistente à meticilina, MRSA), Pa1 (uma P. aeruginosa MDR) e EC1 (uma E. coli 

MDR). Os CIM foram determinados pela técnica de microdiluição em caldo, 

seguindo a Protocolo do Clinical and Laboratory Standards Institute61. Estoque 

soluções de 10 mg/mL em água foram diluídas em série em Caldo Mueller-Hinton 

(MHB2, Sigma-Aldrich) para alcançar as concentrações variando de 0,5 a 512 

μg/mL. Um inóculo bacteriano foi preparado em MHB2 e padronizado para obter 

uma concentração de 5×105 UFC/mL. O CIM foi definido como a concentração mais 

baixa do composto que inibiu o crescimento visível. 
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2.3.  Atividade Antileishmania e Integridade da membrana 

 

Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/73/M2269) a 

2×106 promastigotas/poço foram incubados em placas de cultura de 96 poços em 

meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino inativos, 0,25 mM 

HEPES, estreptomicina 10 μg/mL, penicilina 100 UI/mL, 1% de aminoácidos não 

essenciais, 1% de vitaminas, 1% de piruvato e 1% 2-mercaptoetanol (R10) com 

BatxC e os peptídeos análogos em um faixa de 0 a 50 μM. Anfotericina B injetável 

(Crystalia Laboratory, Brasil) foi diluído em água estéril, e foi utilizado como droga 

padrão de controle na faixa de 0,001 a 100 μg/mL. O grupo controle negativo foi 

cultivado apenas em meio e solução dos ensaios. Os parasitas foram incubados 

durante 24 h a 25°C, lavados com 200 μL de cloreto de sódio 0,9% (v/v) três vezes 

com centrifugação a 1.200 g, 10 min a 4°C, seguido pela adição de MTT (3-(4,5-

brometo de dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio, 10 mg/mL, Sigma-Aldrich, EUA). 

Quatro horas depois, 50 μL de dodecil de sódio a 10% sulfato (SDS) foi adicionado 

a cada poço. As placas foram incubadas por 18 h e lido em leitor de ELISA 

(Promega, EUA) em 595 nm. A concentração efetiva de 50% (EC50) foi estimada 

usando Software Graph Pad Prism 5.0 (ANEXO V). 

A fim de analisar a integridade da membrana celular de parasitas tratados 

com BatxC e peptídeos análogos, foi avaliado a coloração de ácido nucleico por 

SYTOX Green® (Thermo Fisher, EUA). Formas promastigotas de L. (L.) 

amazonensis (2×106 promastigotas/poço) foram incubados em placas de cultura de 

96 poços em R10 com o EC50 das moléculas estudadas. Como controle positivo, 

os parasitas foram incubados com Triton X-100, que é um detergente aquoso não 

iônico capaz de permeabilizar as membranas celulares, permitindo uma entrada 

maciça da sonda SYTOX Green® nas células. As placas foram lidas a cada 20 min, 

durante 120 min. Outra leitura foi realizada em 24 h de incubação. As placas foram 

lidas em uma fluorescência leitor (Promega, EUA) com filtro de emissão de 530 nm 

e excitação a 490 nm. 
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2.3.  Infecção em macrófago e tratamento 

 

Macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c (5×105 macrófagos) foram 

cultivados em R10 em lamínulas redondas em placa de 24 poços por 1 h e 

infectados com L. (L.) amazonensis na proporção de 10 parasitas por 1 macrófago 

peritoneal, a 35°C e 5% de CO2. Após 24 h de cultura, BatxC nas concentrações 

(0,70, 0,47 e 0,23 μM), BatxC(C-2,14Phe)des-Phe1 (1,94, 0,97, e 0,48 μM), e 

BatxC(C-2,15Phe) (0,93, 0,47 e 0,23 μM) foram adicionado em cada poço (n=3). 

Anfotericina B em EC50 = 0,1 μM foi usado como controle positivo. As lamínulas 

redondas foram secas à temperatura ambiente, fixado em metanol e corado por 

Giemsa. o índice infecção de infecção (II) foi então estimado de acordo com: 

 

II = % Macrófagos Infectados ×
Amastigotas Internalizadas

Total Macrófagos
 

 

2.4.  Análise da morfologia por microscopia de força atômica 

 

Na análise de MFA, os CIMs para cepas de E. coli ATCC 25922 e valores do 

EC50 para L. (L.) amazonensis foram usados. Durante as observações, o 

concentrações de peptídeos utilizadas foram as seguintes: BatxC 0,47 μM contra 

E. coli e BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 61,98 μM e BatxC(C 2.15Phe) a 59,81 μM 

contra L. amazonensis. Para fixação, 2,5% de glutaraldeído foi usado em tampão 

Na-cacodilato 100 mM (pH 7,4). As células foram suspensas em lamínulas 

revestidas com poli-L-lisina (PLL) e deixadas secar por 60 minutos em temperatura 

ambiente, com as placas cobertas para evitar a evaporação. Em seguida, as 

amostras foram lavadas duas vezes: primeiro com solução salina tamponada com 

fosfato (PBS) e depois com água (Sigma Pure água), por 5 min cada, e seca à 

temperatura ambiente até a análise. Os efeitos dos peptídicos nas células 

promastigotas de leishmania foram observados em um microscópio TT-AFM (AFM 

Workshop, EUA) em modo de contato intermitente (“vibração” ou “modo de toque”) 

com sondas de silício (ACT, AppNano) e uma frequência de ressonância de cerca 

de 300 kHz. As imagens foram analisadas com o software Gwyddion 2,47. 
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2.5.  Estudos estruturais e interação peptídica em membranas biomiméticas 

 

Preparação de vesículas lipídicas. Vesículas unilamelares grande (LUVs) 

de cerca de 100 nm foram utilizadas para o método de extrusão como descrito 

anteriormente62 (Cheng e London, 2011). Os lipídios usados para os ensaios de 

membrana foram 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), colesterol 

(Chol) e 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-(fosfo-rac-(1-glicerol)) (POPG) (Avanti 

Polar Lipids, Alabaster, AL, EUA). A composição de lipídios utilizada foi POPC:Chol 

(70:30) e POPC:POPG (80:20) a 15 mM de concentração total de lipídios, para 

imitar uma membrana celular de mamíferos e membrana bacteriana, 

respectivamente. Para a formação do filme lipídico, ambas as misturas foram 

dissolvidas em clorofórmio, secas sob um fluxo de gás nitrogênio e deixado secar 

sob vácuo durante a noite. Em seguida, o filme lipídico foi hidratado com uma 

solução de 100 mM 5,(6)-carboxifluoresceína (CF) (Sigma, St. Louis, MO, EUA) em 

PBS a 7.4 pH e submetido a oito ciclos de congelamento-descongelamento. As 

misturas lipídicas com CF encapsulado foram então extrudados 21 vezes através 

de um poro de 100 nm na membrana usando uma extrusora Avestin (Ottawa, 

Ontário, Canadá). Os tamanhos de LUVs foram confirmados por dispersão 

dinâmica de luz usando um Malvern Zetasizer Nano (Malvern, Reino Unido). 

Vazamento Induzido por Peptídeo. Os vazamentos induzidos por 

peptídeos foram quantificados através de medidas de espectroscopia de 

fluorescência, monitorando a liberação de CF encapsulado em LUVs, usando um 

Varian Cary Espectrofotômetro de fluorescência Eclipse (Mulgrave, Austrália). 

Através de cromatografia de exclusão molecular (coluna EconoPac 10 DG, Bio-

Rad, Richmond, CA, EUA) o corante livre restante foi removido da solução de 

amostra de lipossomas. As medições de intensidade de fluorescência foram feitas 

continuamente por 60 min a 25°C com comprimentos de onda de 492 a 517 nm de 

excitação e emissão. LUVs com concentração de 0,5 mM foram adicionados 

inicialmente para verificar se não havia auto vazamento e, 5 minutos depois, os 

peptídeos foram adicionados. Após 55 min, Triton X-100 (10%, v/v) foi adicionado 

para romper os lipossomas, liberar o corante encapsulado restante e medir a 

fluorescência total. A porcentagem de vazamento de CF foi determinada de acordo 

com a seguinte equação: 
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%𝑉𝑎𝑧𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 =
𝐹 − 𝐹0

𝐹100 − 𝐹0
𝑥100 

 

onde F0 é a intensidade de fluorescência CF medida após 5 min sem adição de 

peptídeo, F é a intensidade de fluorescência medida após a adição do peptídeo, e 

F100 é a intensidade de fluorescência medida após adicionar Triton X-100 10% para 

atingir a ruptura total da vesícula. 

 

Estudos Estruturais de ECD e RMN. Os peptídeos foram dissolvidos em 

30 mM em tampão fosfato preparado com água Milli-Q e o pH do soluções foi 

ajustado para 6,4. A concentração final de peptídeo foi de 1 mM e 3-

(trimetilsilil)propiônico-2,2,3,3-d4 sal de sódio do ácido (TSP-d4) foi adicionado para 

atingir uma concentração de 0,1 mM. Espectros de ECD e NMR foram registrados, 

dodecil fosfaditilcolina deuterada (DPC-d38) foi adicionada à 150 mM, e os 

espectros ECD e NMR foram registrados novamente. O dicroísmo circular foi 

medido em um Espectrômetro de CD Chirascan Plus (Fotofísica Aplicada). A 

amostra avaliada numa temperatura mantida em 295 K. Para amostras com DPC, 

a média 16 espectros foram calculados, enquanto para amostras em água, foram 

calculadas a média de 32 espectros. Para amostras em DPC, foi utilizada uma 

cuvete com trajeto de 0,1 mm; para amostras em água, foi utilizada uma cuvete 

com um trajeto de 0,5 mm. Para BatxC, no entanto, foi usada uma cubeta com um 

caminho de 0,2 mm, e 16 espectros foram registrados, tanto na presença quanto 

na ausência do DPC. Todos os espectros de RMN foram registrados em um 

Espectrômetro de RMN Bruker AVII-600 MHz equipado com uma sonda CPP-TCI 

de 5 mm. Os espectros foram registrados a uma temperatura de 310 K. Para 

amostras em água, espectros 1H RMN foram registrados usando excitação-

esculpida por supressão em água63. 

 

2.5.  Ensaio de citotoxicidade 

 

Os peptídeos BatxC, BatxC(C-2.15Phe), e BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 

foram avaliados usando células J774 e a linhagem de células de queratinócitos 

humanos HaCat, com série 1:2 diluições de 0,78 a 200 μM. As células J774 (2 × 

106 células/poço) foram cultivadas em placas de 96 poços em R10 com os 
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peptídeos na faixa de 1,56 a 200 μg/mL, a 37 °C e 5% de CO2, por 24 h. As células 

eram lavadas três vezes com PBS em pH 7,2 e centrifugado a 123 g por 10 minutos, 

a 4°C. Seguindo estas etapas de lavagem, foi avaliado a viabilidade das células 

com o reagente PrestoBlue adicionado e incubado a 37°C com 5% de CO2 por 2 h. 

A intensidade de fluorescência foi registrada com excitação e emissão de 

comprimentos de onda 535 e 615 nm, respectivamente. 

As células HaCat foram cultivadas usando DMEM, Vitrocell, Campinas, SP, 

Brasil, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 0,1 mg/mL de gentamicina 

(Vitrocell). O ensaio de citotoxicidade foi realizado como descrito anteriormente64,65. 

Resumidamente, as células foram semeadas e deixadas aderir a placas de 96 

poços contendo DMEM por 24 h a 37°C em 5% de CO2, posteriormente os 

peptídeos foram adicionados ao meio de cultura. Após 48 h, MTT (Sigma-Aldrich,St. 

Louis, MO, EUA) foi adicionado aos poços e as células foram incubadas por 3 h 

antes das leituras. A placa foi então lida a 595 nm, usando um Espectrofotômetro 

de microplacas Epoch (BioTek Instruments, Winoos ki, VT, EUA). O ensaio foi 

realizado em duplicata e repetido três vezes. Os valores foram expressos como 

porcentagem do controle e CC50
66. 

 

2.5.  Análise Estatística 

 

Os resultados foram avaliados usando o teste Bartlett's para variâncias 

iguais e o teste de Kolmogorov-Smirnov para distribuição da análise comparativa. 

Valores EC50 e CC50 foram realizados com um intervalo de confiança de 95%, 

apresentado como média±desvio padrão (DP), foram calculados usando uma curva 

de regressão não linear67. Análise estatística dos efeitos dos peptídeos em 

amastigotas intracelulares foi feito aplicando ANOVA para um teste multivariado de 

análise Student−Newman−Keuls. O software estatístico utilizado foi o GraphPad 

Prism 5.0 (La Jolla, CA, EUA), e os resultados foram considerados estatisticamente 

significativo quando p<0,05. 
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3. RESULTADO E DISCUSSÃO 

3.1. Síntese Química e Análise de Sequência de BatxC e análogos sintéticos 

 

Os peptídeos BatxC, anteriormente identificado a partir do veneno de 

Bothops atrox (Figura 1A), BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 e BatxC(C-2.15Phe), 

foram sintetizados por síntese de peptídeos em fase sólida (SPPS), purificados por 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), e tiveram suas massas moleculares 

confirmadas por MALDI-TOF/TOF (Figura 1B). Sequências múltiplas, alinhamento 

desses peptídeos e cinco outras catelicidinas produzidas por cobras como 

lutzicidina, Na_CATH, Oh_CRAMP, Pt_CRAMP2 e Bf-CRAMP revelaram regiões 

com sequência conservada68. 
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3.2. Efeitos dos peptídeos na proliferação e membrana bacteriana 

 

Os peptídeos mostraram valores de CIM semelhantes contra bactérias 

Gram-positivas (S. aureus e E. faecalis) e cepas Gram-negativas (E. coli e P. 

aeruginosa). Isto é, os CIMs contra S. aureus ATCC 29213 e Sa1 (um S. aureus 

resistente à meticilina, SARM) foram consideravelmente menor para BatxC(C-

2.14Phe)des-Phe1 e BatxC-(C-2.15Phe), em comparação com BatxC. Em 

contrapartida encontramos valores de CIM abaixo de 5 μM para todas as cepas 

para cada peptídeo, com a exceção de E. faecalis ATCC 29212, que estava abaixo 

de 10 μM (TABELA 1). Esses resultados mostram que o BatxC e seus análogos 

sintéticos apresentam atividade antibacteriana de amplo espectro. O menor valor 

de CIM, foi de 0,48 μM, registrado para BatxC contra E. coli 25922.  

Muitas catelicidinas têm alta eficiência antimicrobiana, como demonstrado 

pela crotalina (Ctn) contra E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853, com 

CIMs de 0,78 e 1,56 μM, respectivamente69. Esses valores são semelhantes aos 

obtidos para BatxC: 0,48 e 0,94 μM, respectivamente. O efeito antimicrobiano de 

BatxC e Ctn também foram avaliados contra MDR isolados clínicos, com CIMs 

iguais a 8 e 8 μM e 4 e 16μM para E. coli 2101123 e E. coli 1812446, 

respectivamente70. BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 foi muito eficaz contra E. coli ATCC 

25922 e o isolado MDR de E. coli, EC1, com um CIM de 0,48 μM, o que indica que 

este peptídeo pode ser particularmente ativo contra cepas de E. coli (TABELA 1). 

 

Tabela 1. Atividade antimicrobiana representada pela CIM. 

Abreviações: aSa1 (Staphylococcus aureus resistente a meticilina), bPa1 (Pseudomonas aeruginosa 

multiressistente) e cEC1 (Escherichia coli multiresistente). 

 

A morfologia celular desempenha um papel essencial na sua fisiologia. No 

entanto, o conhecimento científico sobre o efeito dos peptídeos antimicrobianos na 

Estirpes CIM (µM) 

       BatxC BatxC(C-2.14Phe)des-
Phe1 

BatxC-(C-2.15Phe) 

E. coli ATCC 25922  0,47 0,48 0,93 

P. aeruginosa ATCC 27853  0,94 0,97 1,87 

E. faecalis ATCC 29212  7,51 7,75 7,48 

S. aureus ATCC 29213  7,51 3,87 3,74 

Sa1 (MRSA)a  7,51 1,94 1,87 

Pa1 (multirresistente)b  0,94 0,94 4 

EC1 (multirresistente)c  0,94 0,48 0,94 
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morfologia da célula bacteriana é limitado. Não é totalmente entendido como as 

células respondem estruturalmente e mecanicamente a uma ação externa, ou como 

a elasticidade celular varia em microrganismos com ou sem agentes externos, 

como PAMs.  

Neste contexto, a microscopia de força atômica é a uma excelente 

ferramenta para estudos de superfície celular71. Por meio do MFA foi possível 

observar a deformação de células E. coli ATCC 25922 induzida por 0,47 μM de 

BatxC (FIGURA 2). Várias depressões circulares ao longo da superfície bacteriana 

podem ser notadas, sendo algumas maiores e outras menores, que estavam 

ausentes no controle negativo, embora a forma geral da célula não foi alterada 

(FIGURA 2A). 

 Em cepas de E. coli, através de observações de MFA, peptídeos 

antimicrobianos (BP100 e PepR-Phytopathogen) causam deformações de 

membrana seguidas por lise através de mecanismos semelhantes a tapetes72. 

BatxC(C-2.14Phe)-des-Phe1 e BatxC(C-2.15Phe) promovem alterações através da 

membrana em concentrações de 0,12 e 0,23 μM, respectivamente. Nessas 

concentrações, as bactérias sofrem grandes modificações em suas estruturas, 

principalmente as células bacilares (FIGURA 2C e D). Ocellatin-PT7, um peptídeo 

de uma rã sul-americana, Leptodactylus pustulatus, também causa deformações 

em E. coli ATCC 25922, embora em uma concentração mais alta (190 μM), 

ocasionando parcialmente ruptura da membrana73. Ao agir contra bactérias Gram-

negativas, os peptídeos podem se movimentar através da membrana externa, 

atravessando camada de glicopeptídeos e membrana interna migrando para o 

citoplasma74. 
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Figura 2. Imagens representativas de microscopia de força atômica de E. coli 

ATCC 25922. (A) Controle negativo (bactérias não tratadas) e bactérias tratadas e 

(B) tratadas com BatxC 0,47 μM, (C) BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 com 0,12 μM e 

(D) BatxC(C-2.15Phe) 0,23 μM. A coluna da esquerda mostra os dados de altura 

para cada amostra, enquanto a coluna do meio é uma imagem de amplitude. A 

coluna da direita mostra visualizações 3D com sombra clara dos dados de altura. 

 

3.3. Efeitos dos peptídeos na viabilidade celular e membrana de Leishmania 

 

Os peptídeos BatxC, BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 e BatxC(C 2.15Phe) 

induziram um efeito leishmanicida contra formas promastigotas de L. (L.) 

amazonensis, com EC50 (concentração efetiva: a concentração de uma droga que 

dá metade da resposta máxima) valores de 4,90, 8,86 e 6,74 μM, respectivamente 

(FIGURA 3A). 
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Embora os estudos que analisam a ação leishmanicida das batroxicidinas 

sejam escassos, algumas proteínas de venenos de serpentes têm demonstrado 

exercer potente atividade leishmanicida. Por exemplo, L-aminoácido oxidase 

(LAAO), produzida por Crotalus durissus e Bothrops moojeni, exibe potente H2O2-

dependente para atividade leishmanicida75,76. Além disso, outras proteínas de 

veneno de cobra, como giroxina, crotamina e crotoxina, também apresentam efeitos 

leishmanicidas, sugerindo que proteínas e peptídeos de veneno de serpentes 

podem ser valiosos agentes antileishmania77. O peptídeo BnSP-7, do veneno de 

Bothrops pauloensis, tem um IC50 (concentração onde 50% das células ficam 

inviáveis) de 58,7 μg/mL contra formas de parasitas promastigotas78, 

aproximadamente 4,28 μM, que se assemelha às nossas descobertas para BatxC 

de Bothrops atrox (4,90 μM). No entanto, o peptídeo p-Acl de Agkistrodon contortrix 

laticinctus, pertencente à mesma classe de inibidores da PLA2, tem EC50 de 50,98 

μM79, ressaltando que o mecanismos de ação destas moléculas são diferentes, os 

inibidores como p-Acl têm ação enzimática. Esses valores são notadamente 

superiores aos de BatxC (4,90 μM), BatxC(C-2,14Phe)des Phe1 (8,86 μM) e 

BatxC(C-2,15Phe) (6,74 μM). Por isso, existem diferenças na Leishmania spp. para 

promastigota em concentrações inibitórias, de acordo com as moléculas e as fontes 

do veneno de serpente, mesmo dentro da família das catelicidinas. 

A avaliação dos efeitos da integridade na membrana de Leishmania, foram 

realizados por ensaios SYTOX Green® (FIGURA 3B). Esta sonda entra nas células 

após a ruptura da membrana e torna-se fluorescente após a interação com o DNA80 

(FIGURA 3C). Verificamos que os três peptídeos alteraram a membrana celular do 

parasita ao longo do tempo, com BatxC(C-2.15Phe) sendo o mais ativo na alteração 

da integridade da membrana do parasita em ambas as concentrações testadas 

(EC50 e 2×EC50) (FIGURA 3D). Em outros estudos, foi demonstrado que as 

catelicidinas ou moléculas semelhantes a catelicidina, como BMAP-28, um PAM 

bovino, afeta a viabilidade de Leishmania major e foi associado a danos na 

membrana celular81,  sugerindo que esta classe de peptídeos pode interagir com a 

membrana de Leishmania e induzir a morte. 
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Figura 3. (A) Atividades leishmanicida e integridade da membrana celular induzidas 

por batroxicidinas em formas promastigotas de L. (L.) amazonensis incubada com 

peptídeos e anfotericina B (Ampho), e os respectivos valores de concentração 

efetiva de 50% (EC50) estimados por 24 h. (B) Estrutura SYTOX Green® (C) 

Esquema simplificado do mecanismo de ação da sonda SYTOX Green® (D) L. (L.) 

amazonensis na forma promastigota foram incubadas com os peptídeos na EC50 

ou em 2×EC50, a integridade da membrana do parasita foi analisada usando 

SYTOX Green®. Os resultados são expressos com absorbância média±desvio 

padrão (DP) de experimentos independentes (n=3). 

A análise de microscopia de força atômica (MFA) revelou que o controle das 

células não tratadas, não apresentavam alterações morfológicas e as a estrutura 

flagelar, foi preservada (FIGURA 4A). O tratamento com BatxC(C-2.14Phe)des-

Phe1 (61,98 μM) e BatxC(C 2.15Phe) (59,81 μM) resultou em evidências de 

grandes mudanças morfológicas, incluindo deformações morfológicas com padrões 

enrugados (Figura 4B e C). 
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Figura 4. Caracterização morfológica por microscopia de força atômica de 

promastigotas de L. amazonensis: controle de promastigotas (A) e tratados com 

(B) BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 61,98 μM e (C) BatxC(C-2.15Phe) 59,81 μM. As 

imagens da esquerda são dados da altura; imagens da direita são amplitude dados. 

 

Essas concentrações, que são superiores aos resultados do EC50, foram 

escolhidas para demonstrar o efeito sobre a membrana do parasita, que pode estar 

associada à danos na membrana, sugerindo que os peptídeos têm a capacidade 

de interagir e danificar a membrana celular. Essas imagens indicam que os 

análogos de BatxC podem representar excelentes peptídeos leishmanicidas, com 

grande impacto sobre as membranas desses protozoários. BatxC e seus análogos 

diminuíram significativamente o índice de infecção, de forma dose-dependente, 
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sendo altamente ativo na eliminação de amastigotas intracelulares em macrófagos 

em concentrações micromolares (FIGURA 5A). Para MØ peritoneal (macrófagos) 

tratados com BatxC, BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 e BatxC(C 2.15Phe) nas mesmas 

concentrações, a média parasitária, carga por macrófago foi avaliada, com um 

controle médio de 5,07±0,27. Entre os três peptídeos estudados, o melhor dos 

resultados foram de 1,96±0,11 para amastigotas por macrófago (FIGURA 6B e C). 

 

 

Figura 5. Ensaios antileishmania em amastigotas. (A) Macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c infectados com L. (L.) amazonensis e então tratados com 

diferentes concentrações de peptídeos ou anfotericina B (Ampho); após 24 h as 

células foram coradas com Giemsa 10% e os respectivos índices de infecção foram 

determinados. (B) Macrófagos infectados (controle positivo) e (C) macrófagos 

tratados com 0,70 μM BatxC. Setas vermelhas indicam as amastigotas no 

citoplasma dos macrófagos. Ampliação de 100×. *Estatisticamente diferente do 

grupo controle (p<0,05). 

 

Estudos em macrófagos infectados com amastigotas de L. amazonensis 

sugerem que o potencial leishmanicida desta classe de moléculas pode estar 

intimamente relacionada à sua atividade imunomoduladora. Isso foi sugerido pela 

pequena eficácia das concentrações testadas, que estavam na faixa 

sub/micromolar. Dentro além de propriedades bactericidas diretas, catelicidinas e 
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outros peptídeos semelhantes a catelicidina podem desencadear respostas 

específicas de defesa, incluindo atividades imunomoduladoras, bem como 

modulação da expressão de quimiocinas em respostas pró e anti-inflamatórias. 

Através desse experimento, a atividade antileishmania pode estar relacionada com 

a expressão desses mediadores, que devem ser investigados mais 

especificamente em outros estudos e protocolos abordados para BatxC. 

Além disso, a promoção da cicatrização de feridas e a inibição da apoptose 

celular também foram previamente descritos82. A catelicidina-PP tem potente 

atividade anti-inflamatória por inibir a produção de citocinas pró-inflamatórias (NO, 

TNF-α e IL-6)  induzidas por LPS em células de macrófagos peritoneais de 

camundongos (MPMs)83. Além disso, várias catelicidinas aumentam a expressão 

de quimiocinas em células murinas RAW 264.784. Finalmente, em estudos recentes 

usando PSN-1 (filoseptina, um PAM isolado da pele de anfíbios secreções)85, 

atividade antileishmania contra amastigotas em macrófagos infectados foram 

relacionadas à modulação de marcadores como óxido nítrico e TNF-α. Exploração 

adicional desses mecanismos imunomoduladores relacionados ao BatxC e seus 

análogos sintéticos em estudos futuros são necessários para melhor compreender 

o mecanismo de ação intracelular. 

 

3.4. Estudos estruturais de interação com modelos de membranas 

biomiméticas 

 

A relação entre estrutura-função em peptídeos antimicrobianos relacionados 

à catelicidinas (CRAMP) ainda está sob investigação. Barros et al. (2019)86 

comentou que apesar da atividade antimicrobiana e anti-Trypanosoma cruzi já 

descrito para BatxC, nada se sabe sobre seu mecanismo de ação contra 

microrganismos e não há estudos sobre sua estrutura na literatura. Para preencher 

essa lacuna, nós estudamos BatxC e dois análogos sintéticos por ECD (electronic 

dicroísmo circular) e RMN na presença e ausência de micelas DPC (Dodecil 

Fosfatidilcolina) que serviram como membrana mimética (FIGURA 6). 
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Figura 6. Dicroísmo circular e modelos estruturais in silico de BatxC e análogos 

sintéticos. Espectros ECD de BatxC e seus análogos sintéticos em solução aquosa 

e na presença de DPC (Dodecil Fosfocolina). Estrutura in silico para BatxC e seus 

análogos sintéticos: modelos de estrutura tridimensional gerados pelo PEP-FOLD 

3.559 (Shen et al., 2014) e projeções de roda helicoidal, com o fragmento 1-23 da 

sequência de aminoácidos, corresponde a estrutura α-hélice, juntamente com seus 

dados de hidrofobicidade (H) e momento hidrofóbico (μH)60. 

Os espectros ECD de BatxC e BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 não nos permitiu 

identificar claramente o padrão dos elementos secundários dos peptídeos, em 

solução aquosa quanto na presença das micelas DPC, BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 

exibe um espectro de dicroísmo circular, com um grande pico negativo em torno de 

223 nm e um “ombro” negativo em 209 nm. BatxC exibe quase nenhum sinal ECD 

na ausência de DPC, mas exibe um forte pico negativo em 223 nm na presença de 

DPC. Em contraste, BatxC(C-2.15Phe) exibe uma estrutura randômica em água e 

uma estrutura α-helicoidal na presença de Micelas DPC. 

A FIGURA 7 mostra a região amida/aromática do 1H-RMN, espectros dos 

três peptídeos, na ausência e na presença de DPC. Como muitos outros peptídeos 

bioativos, a mudança química e a dispersão de NH é fraca na ausência de um lipídio 

ou detergente. Após a adição do detergente anfifílico em DPC, o produto químico 
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de dispersão de deslocamento de sinais de amida, aumenta muito, o que é 

indicativo da formação de estrutura secundária estável dos elementos, 

corroborados pelos dados do CD. 

 

Figura 7. NH/aromático região dos espectros de 1H-RMN de BatxC e análogos 

sintéticos em solução aquosa na ausência (preto) e na presença (vermelho) de 

DPC. (A) BatxC; (B) BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1); (C) BatxC(C-2.15Phe). 

O peptídeo Ctn em seu comprimento total adota uma estrutura hélice-Pro-

espiral em um ambiente semelhante a membrana (Dodecil Fosfocolina) e estudos 

de RMN também mostraram que o Ctn(1-14) adota uma α-hélice anfipática bem 

definida, enquanto Ctn(15−34) permanece não estruturado87. Curiosamente, no 

entanto, as propriedades antibacterianas e anticancerígenas do Ctn natural, foram 

retidos apenas no fragmento não estruturado, Ctn(15−34), mostrando que a 

correlação da adoção da estrutura secundária e a eficácia biológica nem sempre é 

fácil de interpretar. Esses achados, juntamente com a literatura atual sobre PAMs, 

suportam a hipótese de que a flexibilidade estrutural pode desempenham um papel 

fundamental na função dessas moléculas88. 

Experimentos de extrusão em membrana foram realizados para avaliar a 

desestabilização ou ruptura devido à ação do BatxC e análogos. Os efeitos 

A B C 
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peptídicos nas vesículas lipídicas foram avaliados através de medições de 

vazamento por fluorescência de carboxifluoresceína. O impacto da concentração 

em sistemas miméticos simples de membranas celulares eucarióticas, POPC:Chol 

(70:30) e bactérias membranas, POPC:POPG (80:20), também foi medido. Os 

resultados evidenciam um efeito maior para BatxC em 0,47 μM, com 

aproximadamente 50% de vazamento para POPC:POPG e 35% para POPC/Chol 

(FIGURA 8A). BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 a 0,48 μM também exibiu um maior 

impacto no POPC:POPG do que em POPC:Chol (35% e 30% de fuga, 

respectivamente; FIGURA 8B). BatxC(C-2.15Phe) a 0,94 μM apresentou um efeito 

mais forte: 60% de vazamento para ambas as composições de membrana 

(FIGURA 8C). 

 

 

Figura 8. Vazamento em membrana (%), avaliação de ruptura de POPC:Chol 

(70:30) e POPC:POPG (80:20) vesículas unilamelares grandes (LUVs). 

Concentrações crescentes em (A) BatxC, (B) BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 e (C) 

BatxC(C-2.14Phe) usadas a partir de 1/100 de suas CIMs correspondentes contra 

E. coli. 

As concentrações utilizadas referem-se às suas CIMs (TABELA 1) obtido 

para E. coli ATCC 25922. Esses ensaios também fornecem dados sobre 

concentrações inferiores às CIMs, mostrando a capacidade do peptídeo de causar 

ruptura dos lipídios das vesículas estudadas mesmo em concentrações 10 vezes 

menores do que seus respectivos CIMs. Além disso, os efeitos sobre o modelo 

mimético em membranas eucarióticas corroboram com resultados de citotoxicidade 

em células de mamífero (TABELA 2). Esses achados juntamente com as imagens 

obtidas pelo MFA, mostrando que o peptídeo, CIM, não rompeu completamente a 

membrana, mas sim, formou poros em regiões por toda a superfície celular, e 

causando pequenas distorções em E. coli ATCC 25922 (FIGURA 3B). 
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Estudos anteriores com crotalicidina evidenciaram a incapacidade de 

perturbar bicamadas POPC puras, não induzindo o vazamento de 

carboxifluoresceína nessas membranas zwitteriônicas. No entanto, para 

concentrações acima de 2,17 μM, foi capaz de alterar a carga negativa das 

vesículas POPC:POPS (80:20). Características catiônicas e anfipáticas da família 

peptídica catelicidina podem ser os fatores que explicam sua maior interação com 

vesículas carregadas negativamente quando comparado com membranas 

neutras89,90. No entanto, dependendo das concentrações utilizadas, dificilmente 

será observada seletividade, pois o peptídeo induziu o vazamento em ambas as 

composições de membrana. 

 

3.5.  Ensaios de citotoxicidade com células de mamíferos 

 

Nos  ensaios com macrófagos de camundongo J774, BatxC, BatxC(C 

2.14Phe)des-Phe1 e BatxC(C-2.15Phe) mostraram concentrações citotóxicas 

(CC50) para inibição do crescimento celular de 1,60, 3,51 e 2,14 μM (TABELA 2), 

aumentando para 21,74, 34,07 e 29,40 μM, em queratinócitos humanos (HaCaT), 

respectivamente. Como se pode notar, os resultados do CC50 para as culturas de 

células J774 foram bastante baixas. Os valores CC50 contra os macrófagos J774 

estão próximos da CIM dos peptídeos, que poderia limitar a aplicação futura dessas 

moléculas como drogas antileishmania contra promastigotas. No entanto, os 

valores de CC50 contra HaCaT são maiores. 

 Experimentos in vivo devem ser conduzidos, uma vez que as condições de 

cultivo e a escolha das linhagens pode ter um impacto na ação farmacológica. Uma 

variedade de estudos avaliando os efeitos citotóxicos de PAM de serpentes contra 

Leishmania spp. estão disponíveis na literatura. Por outro lado, BmatTX-IV, uma 

molécula encontrada em Bothrops mattogrossensis, exibiu efeitos citotóxicos em 

fibroblastos murinos a uma concentração de 81,2 μg/mL (aproximadamente 6 

μM)91, e a BmajPLA2-II, encontrada no veneno de Bothrops marajoensis, mostrou 

uma CC50 acima de 150 μg/mL para a linhagem celular humana HepG292. 

Toxicidade induzida por peptídeos de serpente, como para muitas outras 

moléculas, pode ter variações moleculares, celulares, em órgãos e organismos. 

Alterações metabólicas e oxidativas, aumento do estresse93,94, morte celular por 
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apoptose95,96 e necrose97 são todos mecanismos de ação observados em estudos 

semelhantes. 

 

Tabela 2. Ensaios de citotoxicidade em linhagens celulares padrão (Média±DP; 
n=3) 

Peptídeos CC50 (µM)  

 MØ J 774 HaCaT 

BatxC 1,60±0,11 21,74±4,83 

BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 
BatxC(C-2.15Phe) 

3,51±0,74 
2,14±0,20 

34,07±6,37 
29,40±13,38 

 

 

4. CONCLUSÃO 

 

Este estudo mostra que o peptídeo BatxC e dois variantes sintéticos 

BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 e BatxC(C 2.14Phe) são bactericidas e leishmanicidas 

altamente eficientes em concentrações micromolares. Com base nestes ensaios, 

as interações entre as moléculas e membranas dos parasitas e bactérias foram 

demonstradas. As avaliações preliminares do mecanismo de ação desses 

peptídeos, realizado com sistemas de membranas biomiméticas, sugerem maior 

seletividade de BatxC e seus análogos sintéticos para membranas procarióticas do 

que para células de mamíferos, dependendo da faixa de concentração. Além do 

efeito direto antileishmania sobre as membranas do parasita, um efeito 

imunomodulador é observado em MØ peritoneal BALB/c, levando a morte da forma 

amastigota de L. amazonensis. Estes achados sugerem que os peptídeos podem 

ser uma alternativa para futuros tratamentos contra a leishmaniose tegumentar. 

Mesmo assim, mais estudos são necessários para entender melhor os possíveis 

mecanismos de ação antibacteriana e leishmanicida para redução da carga 

parasitária. 
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RESUMO 

 

A região do Delta do Parnaíba, no nordeste do Brasil, é rica em 

biodiversidade, incluindo a presença da serpente brasileira (Bothrops moojeni). 

Neste estudo, isolamos, caracterizamos e sintetizamos um peptídeo (BmT-2) 

pertencente à família das triptofilinas, sendo a primeira vez que um peptídeo dessa 

classe é identificado em veneno de uma serpente. 

Para realizar aplicações biotecnológicas na área da saúde, testamos se o 

BmT-2 tinha efeitos citotóxicos e atividade antioxidante em um conjunto de 

experimentos que incluíram ensaios in vitro e celulares. Descobrimos que BmT-2 

tinha atividade de eliminação de radicais para derivados de ABTS• e AAPH. O BmT-

2 protegeu a fluoresceína, moléculas de DNA e os glóbulos vermelhos humanos 

dos radicais livres gerados pela decomposição térmica do AAPH. A nova triptofilina 

também foi considerada segura em testes citotóxicos, onde (até 0,4 mg/mL) não 

causou hemólise de hemácias humanas e não causou perda significativa de 

viabilidade celular com CC50 > 1,5 mM contra células Sk-N-BE(2). BmT-2 preveniu 

a regulação positiva de Nrf2 induzida por arsenito em neuroblastos Neuro-2a e a 

supergeração induzida por PMA de espécies reativas de oxigênio a espécies 

reativas de nitrogênio em células de neuroblastoma Sk-N-BE(2). Por fim, cálculos 

de estrutura eletrônica e simulações de dinâmica molecular atomística reativa 

completa, revelaram que resíduos aromáticos em BmT-2 contribuem 

significativamente para as propriedades antioxidantes intrínsecas da molécula. 

Nosso estudo apresenta um novo peptídeo classificado na família das triptofilinas, 

que foi relatado anteriormente apenas em anfíbios. Apesar dos resultados 

promissores sobre sua atividade antioxidante e baixa citotoxicidade, os 

mecanismos de ação do BmT-2 ainda precisam ser melhor elucidados. Estudar 

essa classe de moléculas é de grande interesse para a saúde, pois esses peptídeos 

demonstram potencial para tratamento ou prevenção de doenças 

neurodegenerativas associadas ao estresse oxidativo. 

 

Palavras-chave: Triptofilina, Bothrops moojeni, atividade neuroprotetora, 

antioxidante, peptídeo bioativo.   
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1. INTRODUÇÃO 

 

As serpentes são amplamente distribuídas e encontradas em quase todas 

as regiões do planeta com aproximadamente 3.400 espécies com distribuição no 

globo terrestre98. Em muitos casos, o ambiente onde esses animais vivem requer 

adaptações fisiológicas e morfológicas especializadas para sua sobrevivência99. O 

sistema imune inato desses animais é composto por uma variedade de células e 

moléculas que atuam como primeira linha de defesa inespecífica contra patógenos, 

incluindo peptídeos antimicrobianos (PAMs), sistema complemento e 

leucócitos100,101.  

As catelicidinas, por exemplo, são peptídeos antimicrobianos com caráter 

catiônico devido à presença de resíduos carregados positivamente (lisina, arginina 

e histidina), apresentando estrutura anfifílica, variando de 10 a 50 resíduos de 

aminoácidos102,103. Esses PAMs têm sido extensivamente estudados e possuem 

notável atividade antimicrobiana104. De fato, os peptídeos antimicrobianos 

relacionados à catelicidina encontrados no veneno de Bothrops atrox são 

excelentes antimicrobianos, atuando contra bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas86, bem como contra Leishmania amazonensis105. 

Diversas proteínas, enzimas e peptídeos em venenos de serpentes possuem 

especificidade para diferentes receptores em tecidos animais106, causando efeitos 

fisiopatológicos. Por exemplo, o polipeptídeo neurotóxico α-bungarotoxina 

encontrado no veneno de Bungarus multicintictus atua bloqueando os receptores 

nicotínicos de acetilcolina, resultando em paralisia107. A fosfolipase A2 (PLA2), 

encontrada no veneno de várias espécies de serpentes, exerce efeitos miotóxico108, 

neurotóxico109, hemolítico110 e pró-inflamatório111. Apesar desses efeitos tóxicos, 

venenos de cobras, assim como outros de outros animais venenosos, são uma 

fonte viável de agentes farmacológicos e levam ao desenvolvimento de novos 

compostos terapêuticos. 

Humanos e outros organismos aeróbicos produzem espécies reativas como 

produtos oxigênio-dependente de acordo com seu modo de vida. A vida na Terra 

desenvolveu vários mecanismos para controlar espécies reativas de oxigênio 

(EROs) e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) enquanto as usava como 

elementos chave de sinalização celular112. Sob condições basais/saudáveis, o 
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metabolismo redox (ou seja, a interação entre RS e sistemas antioxidantes) é 

mantido em equilíbrio. No entanto, várias circunstâncias podem perturbar esse 

equilíbrio, levando ao desequilíbrio redox e estresse oxidativo, que, em última 

análise, se manifesta como dano oxidativo excessivo às biomoléculas, incluindo 

DNA e proteínas113.  

O estresse oxidativo está associado a doenças crônicas renais114, 

cardíacas115 e pulmonares116, além de doenças neurodegenerativas, como 

Parkinson, Alzheimer (DA), Huntington (HD) e esclerose lateral amiotrófica21. O 

amplo envolvimento da interrupção da sinalização redox e do estresse oxidativo em 

patologias humanas motivou o desenvolvimento de terapias voltadas ao 

metabolismo redox, um campo denominado medicina redox117. 

Poucos estudos descobriram novas moléculas não tóxicas com 

características antioxidantes de origem animal. Por exemplo, dois estudos recentes 

destacam as secreções da pele dos anfíbios como fonte de peptídeos 

antioxidantes. A Antioxidina-I (TWYFITPYIPDK), um peptídeo encontrado na 

secreção da pele de Physalaemus nattereri e mais 3 anfíbios da biodiversidade 

brasileira, exibe atividade neuroprotetora e micróglia humana atenuando a 

produção de EROs induzida por hipóxia118. A salamandrina-l (FAVWGCADYRGY), 

um peptídeo encontrado na secreção da pele de Salamandra salamandra, 

apresenta atividade sequestradora de radicais in vitro contra radicais ABTS [2,2′-

azino-bis(ácido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico)] e DPPH (2,2-difenil-1-picril-

hidrazil-hidrato)119.  

E mais recente ainda, um peptídeo encontrado em anfíbio com importante 

atividade antioxidante e da classe das triptofilinas, o PaT-2 (FPPWL), identificado e 

isolado da secreção cutânea produzida por Pithecopus azureus foi capaz de 

diminuir a produção de EROs e ERNs em células nervosas de BV2 e SK-N-BE(2) 

quando induzida ao estresse oxidativo por PMF120. Este peptídeo tem o pormenor 

de ser o primeiro peptídeo que é produzido na pele do animal na transição/água 

terra, ressaltando uma hipótese de sua produção para o animal para enfrentar 

estresse ambiental como radiação ultravioleta. 

No caso de serpentes, a fração rica em peptídeos de baixo peso molecular 

(LMWF) obtida do veneno de B. atrox anulou a regulação positiva da 

argininosuccinato sintase (AsS), superóxido dismutase (SOD1) e biomarcadores de 

apoptose em cultura primária de células de hipocampo estimuladas por H2O2
30. 
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Além disso, Bj-PRO-5a (EKWAP) e Bj-PRO-7a (EDGPIPP), peptídeos 

originalmente encontrados no veneno de Bothrops jararaca, aumentam a 

viabilidade de células de neuroblastoma humano sob estresse oxidativo induzido 

por H2O2
121. Assim, o veneno de cobra se destaca como uma fonte relativamente 

pouco explorada de peptídeos antioxidantes. 

Neste estudo, identificamos e caracterizamos pela primeira vez um peptídeo 

pertencente à família das triptofilinas em veneno de serpente.  

O peptídeo (FPWLLS-NH2), denominado BmT-2, foi identificado do veneno 

bruto de Bothrops moojeni (espécie da região nordeste do Brasil) depois de 

sucessivas etapas de purificação via CLAE. A capacidade antioxidante do peptídeo 

foi avaliada pelos métodos de absorção de radicais de oxigênio (ORAC) e ABTS, 

além de ensaios de dano ao DNA. Possíveis mecanismos associados à reatividade 

local e interações relevantes em solução foram avaliados por meio de cálculos de 

estrutura eletrônica e simulações de dinâmica molecular com campo reativo 

(DMCR). Entretanto, foi também avaliado a atividade hemolítica e o potencial anti-

hemólise induzida por AAPH em eritrócitos humanos. Além disso, a citotoxicidade 

e o potencial neuroprotetores foram avaliados em células de neuroblastoma 

humano.  

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Material biológico 

 

Um espécime adulto de Bothrops moojeni (Figura 1) foi capturado em 

outubro de 2018 (estação de primavera), na região do Delta do Parnaíba. A região 

está localizada na Ilha das Batatas (Latitude 2º53"0,24'S; Longitude 41º54"0,11'W), 

entre os estados do Maranhão e Piauí. A licença para coleta da amostra foi 

concedida pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA) – Conselho de Gestão do 

Patrimônio Genético (CGEN) (N˚ AE5F104). O veneno deste espécime foi extraído, 

congelado e liofilizado. 
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2.2 Purificação, identificação e caracterização de BmT-2 

 

O extrato de veneno bruto liofilizado foi dissolvido (3 mg/mL) em água 

ultrapura e separado por Cromatografia Líquida de Alto Desempenho (CLAE) 

usando uma coluna analítica RP-C18 (4,6 × 250 mm, 5 µm, Shim-pack VP-ODS) 

em um sistema RP-HPLC (Shimadzu®). As frações foram eluídas sob um gradiente 

linear de água e acetonitrila, ambas contendo 0,1% (v/v) de ácido trifluoroacético 

(TFA). O gradiente foi ajustado de 5 a 60% por 65 minutos e 75%-95% para os 5 

minutos finais, com vazão de 1 mL/min. A absorbância foi monitorizada a 216 nm e 

280 nm. As frações foram coletadas manualmente e concentradas a 30ºC durante 

a noite (Labconco, CentriVap Acid-Resistant Concentrator System, 7983013). Em 

seguida, 1 µL de cada fração cromatográfica foi dissolvido em matriz de ácido α-

ciano-4-hidroxicinâmico (1:3, v/v) e aplicado na placa MALDI para avaliar moléculas 

de baixo peso molecular através do tempo de ionização por dessorção a laser 

assistida por matriz de Espectrometria de Massa (MALDI TOF/TOF MS). Para 

tanto, utilizou-se um espectrômetro de massas UltraFlex III (Bruker Daltonics, 

Bremen, Alemanha) no modo refletor de íons positivos e controlado com o software 

FlexControl. Foi realizada recromatografia da região B total com concentração de 

amostra de 40 µg/mL e corrida com fluxo de 10 mL/min (Figura 1C). As amostras 

isoladas e secas foram submetidas a nova análise por MALDI-TOF/TOF, e o 

peptídeo de interesse foi confirmado e selecionado. Determinado sequenciamento 

de aminoácidos foi realizado pelo método automatizado de degradação de EDMAN 

em um sequenciador de peptídeos de proteína PPSQ-23 (Shimadzu, Kyoto, Japão). 

 

2.3 Síntese e caracterização de BmT-2 

 

A massa monoisotópica de BmT-2 (FPWLLS-NH2), [M+H]+ = 761,466 foi 

sintetizada por síntese de peptídeos em fase sólida – SPPS, usando a estratégia 

Fmoc/tBu e uma resina de amida de pista (Novabiochem®) 0,15 mmol/g como 

suporte sólido (100-200 mesh)122. O peptídeo foi purificado por HPLC (ANEXO III) 

e sua massa molecular foi confirmada por MALDI TOF/TOF (ANEXO IV) de acordo 

com o protocolo descrito por Dematei et al.105. A abundância isotópica foi prevista 

pelo Compass Isotope Pattern (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). 
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2.4 Análise in silico 

 

A estrutura inicial do peptídeo BmT-2 foi projetada por meio de modelagem 

de homologia com o auxílio do MPI Bioinformatics Toolkit123,124. A sequência foi 

amidada no C-terminal e protonada no N-terminal (NH3
+). A estrutura molecular foi 

então totalmente otimizada no quadro da teoria funcional da densidade (DFT) 

usando a base funcional de troca-correlação B3LYP125,126 e 6–311G(d,p) definida 

em todos os átomos. Os cálculos foram conduzidos em água simulada através do 

modelo contínuo polarizável (PCM)127. 

A reatividade química local da sequência foi avaliada através de índices de 

Fukui condensados para átomos (IFCAs)128 com o objetivo de identificar sítios 

moleculares reativos. Esses parâmetros já foram usados anteriormente para avaliar 

as propriedades antioxidantes de peptídeos com sucesso120,119, permitindo a 

identificação dos átomos propensos a interagir efetivamente com nucleófilos (f+), 

eletrófilos (f−) ou radicais livres (f0). Os IFCAs foram estimados por meio de 

diferenças finitas das populações atômicas obtidas pelo método de partição de 

Hirshfeld, conforme descrito em outro lugar129,130. 

As propriedades antioxidantes do BmT-2 também foram avaliadas por meio 

de mapas doador-aceptor (MDA)131 e comparadas com outros antioxidantes bem 

conhecidos, incluindo sequências peptídicas curtas (calculadas como zwitterions) 

L-carnonise, glicil-L-histidil-L-lisina (GHK) e glutationa, e o peptídeo antioxidante 

recentemente relatado salamandrina-I119. As estruturas foram otimizadas 

considerando as geometrias iniciais provenientes de outros estudos do grupo120,119 

utilizando uma abordagem DFT/B3LYP/6-311G(d,p)/PCM(água). Apenas cálculos 

de ponto único foram realizados para a salamandrina-I (sem otimização de 

geometria em relação à referência [120]). 

Simulações de dinâmica molecular com campo reativo (DMCR) também 

foram conduzidas para avaliar detalhes sobre as interações peptídeo-peptídeo e 

peptídeo-AAPH. Para isso, a estrutura do modelo BmT-2 foi colocada em contato 

com moléculas de AAPH em água. Uma caixa quadrada de 50 x 50 x 50 Å foi 

projetada com 5 peptídeos e 5 moléculas de AAPH (não degradado). O número de 

moléculas de água foi estimado a partir da densidade do solvente a 300K. O 

sistema foi deixado evoluir à temperatura ambiente em um conjunto NVT por 0,2 ns 

para avaliar as interações mais relevantes (dado o pequeno tamanho do sistema, 
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ele atinge o equilíbrio térmico logo após 0,01 ns (consulte Material Suplementar 

para detalhes). Condições de contorno periódicas (PBC) foram aplicadas para 

todas as direções. As simulações DMCR foram realizadas usando o campo de força 

ReaxFF132, conforme implementado no pacote computacional LAMMPS133,134, 

considerando um passo de tempo de 0,05 fs. Um campo de força reativo foi 

escolhido para permitir a simulação de dissociação de AAPH e também avaliar 

possíveis reações químicas que possam ocorrer no sistema. 

 

2.5 Medição da capacidade de eliminação de radicais  

 

ABTS. Uma solução estoque de 2,2-azinobis (ácido 3-etilbenzotiazolina-6-

sulfônico) (ABTS) radical (ABTS•) foi preparada incubando ABTS (7 mM) com 

persulfato de potássio (140 mM) por 16 h em temperatura ambiente e protegido da 

luz. O estoque ABTS• foi diluído para atingir um valor de absorbância de 0,700 ± 

0,020 nm a 734 nm em uma cubeta de 1 centímetro. A solução peptídica reagiu 

com ABTS• por 6 min à temperatura ambiente antes de ler a 734 nm após 6 minutos 

de reação. Várias diluições de uma solução Trolox (12,5-200 μM) foram usadas 

para construir uma curva de referência. Os resultados da atividade de eliminação 

de radicais são expressos como equivalentes de Trolox por grama de peso seco do 

peptídeo (µmol Trolox/g de Peso Seco - DW). 

ORAC. O ensaio de capacidade de absorção de radicais de oxigênio (ORAC) 

baseia-se na capacidade de uma determinada molécula retardar a perda de 

fluorescência emitida pela fluoresceína em um meio reacional contendo um sistema 

gerador de radicais livres135. Neste ensaio, a fluoresceína perde sua fluorescência 

com o passar do tempo devido ao dano oxidativo e as moléculas antioxidantes 

retardam a taxa de perda de fluorescência. O ensaio ORAC foi realizado conforme 

descrito anteriormente136. Os resultados foram expressos em equivalentes de 

Trolox por grama de peso seco do peptídeo (µmol Trolox/g de DW). 

 

2.6 Danos ao DNA induzidos por AAPH 

 

A quebra do DNA plasmidial causada por radicais livres foi avaliada 

conforme descrito por Yampakdee et al.137. O ensaio foi ajustado com 2 µL de BmT-

2 (a 1 ou 4 mg/mL) misturado com plasmídeos superenrolados (pcDNA, a 125 
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ng/uL) e AAPH 30 mM. O meio reacional foi incubado a 37°C por 1 h no escuro. As 

amostras foram separadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v) corado 

com SYBR safe (1:20.000). A densidade de banda foi quantificada usando o 

software ImageJ. 

 

2.7 Estudos em eritrócitos humanos 

 

Atividade hemolítica. O ensaio de atividade hemolítica de BmT-2 foi testado 

utilizando hemácias humanas (RBCs)/O+ coletadas em ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA, 1,8 mg/mL) conforme descrito anteriormente por 

Sousa et al., 2020138, com algumas modificações. O experimento foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Seres Humanos da Universidade de Brasília (CEUA), sob o 

número 47/2019. O sangue foi centrifugado por 10 minutos a 292 × g e os eritrócitos 

foram lavados 3 vezes com solução salina tamponada com fosfato (PBS) a 37ºC, 

após o que os pellets foram ressuspensos e diluídos em PBS. A suspensão de RBC 

foi ajustada para 5% das células e 80 µL desta suspensão foram adicionados a 20 

µL de BmT-2 em diferentes concentrações (0,25–1,6 mg/mL). A mistura de ensaio 

foi incubada a 37ºC por 1 h, seguida pela adição de 100 µL de PBS e centrifugação 

por 5 minutos a 1.000×g. O sobrenadante foi lido a 550 nm em um leitor de 

microplacas SpectraMax® Plus 384 (Molecular Devices, EUA). O experimento foi 

feito em triplicata. A ausência de hemólise (controle negativo) e 100% de hemólise 

(controle positivo) foi avaliada tratando RBC com PBS (pH 7,4) e 0,1% (v/v) triton 

X-100, respectivamente. A porcentagem de hemólise foi calculada da seguinte 

forma: [(Abspeptídeo – AbsPBS/(AbsTritonX – AbsPBS)]×100138. 

Inibição da hemólise induzida por AAPH. A suspensão de hemácias humana 

foi ajustada para 3% de células para o ensaio. Em microplacas de 96 poços, 80 µL 

de hemácias (a 3%) foram adicionados, então 20 µL de BmT-2 (0,25-1,6 mg/mL), 

PBS (controle negativo) ou 0,6 mM trolox (controle positivo) foram adicionados aos 

poços que contêm os glóbulos vermelhos. Em seguida, a placa foi incubada sob 

agitação suave a 37ºC por 20 minutos. Imediatamente após a incubação, 100 µL 

de dicloridrato de 2,2'-Azobis (2-metilpropionamidina) (AAPH) foram adicionados a 

uma concentração final de 60 mM. A placa foi incubada novamente sob agitação 

por 3 h a 37ºC. A placa foi centrifugada a 4.700 rpm por 5 minutos a 4ºC. O 

sobrenadante foi coletado e transferido para outra placa para leitura no 
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espectrofotômetro ajustado em 550 nm para quantificação da atividade hemolítica. 

Os resultados foram expressos em porcentagem e em concentração hemolítica 

média (CH50) considerando o controle positivo como 100% de hemólise139. 

Atividade hemolítica (%) = Absamostra - Abssalina / AbsAAPH - Abssalina x 100. 

 

2.8 Análise do teor de proteínas antioxidantes em células Neuro2a 

submetidas ao estresse oxidativo induzido por arsenito 

 

Uma linhagem de células de neuroblastoma de camundongo (Neuro2a) foi 

cultivada em meio Ham (F-12) modificado de Eagle Dulbecco (1:1) (Thermo 

Scientific) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de 

penicilina/estreptomicina (Thermo Scientific). N2a foram submetidos à 

diferenciação de neuritos (qualquer filamento ou crescimento em formato de ponta 

apresentado por células neurais em cultura de tecido ou células embrionárias) por 

incubação com meio contendo 2% de FBS por 48 h antes do tratamento com 25 

µM de arsenito e 100 µM de peptídeo por 3 h. As células foram mantidas a 37°C 

numa atmosfera humidificada contendo 5% de dióxido de carbono. As células foram 

obtidas na Faculdade de Ciências Médicas (Universidade de Campinas, 

UNICAMP). Os experimentos não foram randomizados/cegos. 

 

2.9 Western blotting 

 

As células Neuro2a foram tratadas com 100 µM de peptídeo por 3 h 

combinado ou não com 25 µM de arsenito por também 3 h. Western blotting foi 

realizado conforme descrito anteriormente (Mancini et al., 2021 e Amaral et al., 

2016)140,141. Foram utilizados os seguintes anticorpos adquiridos da Cell Signaling: 

anti-Nrf2 (#12721), anti-SOD2 (#13141), anti-β-actina (#4970). 

 

2.10 Citotoxicidade em células SK-N-BE(2) 

 

Para os ensaios de citotoxicidade com o BmT-2, células SK-N-BE (2) foram 

semeadas em placas de 96 poços a uma densidade de 3 x 105 células/poço e 

incubadas por 24 h. Em seguida, as células foram tratadas com concentrações 

variando de 0 a 600 µg/mL do peptídeo (BmT-2) diluído em DMEM. O ensaio foi 
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realizado em triplicata e as placas foram incubadas por 24 horas. A viabilidade 

celular foi avaliada pelo método de redução de MTT (brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio). Após o período de incubação, 10 μL de uma 

solução de MTT diluída em DMEM (5 mg/mL) foi adicionado a cada poço e as 

placas foram incubadas novamente por 2 h a 37ºC. Subsequentemente, 50 µL de 

uma solução de 10% de dodecil sulfato de sódio (SDS) foram adicionados a cada 

poço para dissolver os cristais de formazan produzidos pelas células 

metabolicamente ativas. A placa foi então lida a 595 nm, usando um Epoch 

Microplate Spectrofotometer (BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA). O ensaio foi 

realizado em triplicata. Os valores foram expressos em porcentagem do controle e 

CC50
66 (ANEXO VI). 

 

2.11 Medição intracelular de EROs e ERNs em células SK-N-BE(2) 

 

EROs e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) foram quantificadas com 

sondas fluorescentes intracelulares em SK-N-BE(2) (Homo sapiens, tecido 

cerebral; neuroblasto, CRL-2271-ATCC) conforme descrito anteriormente Barbosa 

et al., 2021120. As células foram tratadas com forbol 12-miristato 13-acetato (PMA, 

Sigma Aldrich, EUA) para induzir a superprodução de ERO e ERN. A produção 

intracelular de ERO foi medida usando DCFHDA (Sigma Aldrich, EUA) e ERN foi 

medida usando DAF-FM (Sigma Aldrich, EUA). A célula (SK-N-BE(2)) foram 

aderidas à placa por 2 h (1,0 x 105 poços de células) e depois submetidas aos 

seguintes tratamentos: apenas meio (DMEM); PMA 100 nM; 100 nM de PMA + 50 

μM de peptídeo; 100 nM de PMA + 100 μM de peptídeo; peptídeo de 50 μM apenas; 

ou apenas 100 μM de peptídeo141. A duração do tratamento foi de 60 minutos. Após 

os respectivos tempos de incubação, as sondas (5 µM DAF-FM e 10 µM DCFHDA) 

foram adicionadas de acordo com as instruções do fabricante. A produção de ERO 

e ERN foi avaliada por citometria de fluxo (FACSCalibur; BD Bioscience) com a 

excitação ajustada em 488 nm. A emissão foi detectada no canal FL-1 (515–545 

nm). Dez mil eventos foram registrados para cada amostra e os dados foram 

analisados usando FlowJo v. 10.7. 
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2.12 Análise Estatística 

 

A análise estatística foi realizada no software GraphPad Prism 8 (2365 

Northside, CA, EUA). O valor de CC50 utilizou um intervalo de confiança de 95%, 

apresentado como média ± desvio padrão (DP), calculado por uma curva de 

regressão não linear. Os dados de hemólise e estresse oxidativo são expressos 

como média±erro padrão da média (SEM) de três experimentos separados. As 

comparações estatísticas entre os grupos foram analisadas com ANOVA de uma 

via. Vários testes pós-hoc de comparação entre os grupos foram realizados pelo 

teste de Bonferroni. A diferença entre os grupos controle e tratado foram 

consideradas significativas quando p<0,05. 

 

3. RESULTADO E DISCUSSÃO 

 

A herpetofauna desempenha um papel fundamental, seja como presa ou 

predador, na cadeia alimentar da comunidade global de biodiversidade. O Brasil 

possui a terceira fauna de répteis mais rica do mundo com 795 espécies 

documentadas até os dias de hoje, das quais 218 espécies vivem em áreas de 

restinga e 24% dos répteis identificados se encontram no entorno do Delta do 

Parnaíba142. Os répteis têm baixas exigências de fatores ambientais, 

principalmente umidade, pois sua pele coberta de escamas evita a 

evapotranspiração.  

Esta importante característica fisiológica permite que esses animais 

alternem entre ambientes úmidos e secos. A região do Delta do Parnaíba, no 

nordeste do Brasil, é uma área de transição entre a caatinga e a floresta tropical, 

terminando na área de vegetação costeira, um mosaico de diferentes habitats com 

temperaturas variando de 22 a 33ºC e uma estação seca prevalente143. O veneno 

de Bothrops moojeni (Figura 1A e B) é uma rica fonte de moléculas de interesse 

para a saúde, com potencial para se tornarem novos medicamentos144,145. 

O veneno coletado do espécime de B. moojeni foi fracionado por 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) e as frações resultantes foram 

analisadas por espectrometria de massa (MS/MS) levando ao isolamento e 
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identificação de alguns de seus componentes. O cromatograma total resultou na 

separação de aproximadamente 51 frações com absorbância em 216 e 280 nm 

(Figura 1C). Selecionamos uma região deste cromatograma do veneno bruto 

original (marcado sob a linha verde na Figura 1C) de ~35 min a ~45 min e o 

fracionamos em recromatografia RP-HPLC, isso resultou em 8 frações distintas, 

que foram então submetidas à espectrometria de massa.  

Um peptídeo, posteriormente denominado BmT-2, foi identificado na fração 

com tempo de retenção de 23,6 min. O espectro MS/MS deste peptídeo, obtido por 

espectrometria de massa de ionização por dessorção a laser assistida por Matrix – 

tempo de voo (MALDI/TOF), permitiu a determinação de sua estrutura primária 

como FPWL(I)L(I)S-NH2 (Figura 1D). Uma confirmação final dos resíduos 

isobáricos foi obtida com o método de sequenciamento de degradação de EDMAN. 

Com base em sua sequência primária, BmT-2 foi classificado como da 

família das triptofilinas, que foram primeiramente isoladas da secreção cutânea do 

anfíbio Phyllomedusa rohdei146. As regiões conservadas nas estruturas primárias 

das triptofilinas são usadas para classificá-las em três grupos.  

A maioria das triptofilinas apresenta um resíduo de triptofano (Trp/W) na 

posição 2 do C-terminal e um ou 2 resíduos de prolina nas posições 2 e 3 do N-

terminal147. O BmT-2 se enquadra no grupo tipo 2 desta classe de peptídeos, que 

inclui peptídeos de diferentes tamanhos, baixo peso molecular, compostos por 

aproximadamente 6 resíduos de aminoácidos, geralmente amidados e com 

resíduos paralelos de triptofano (Trp) e prolina (Pro) no carboxi terminal. Isso nos 

permitiu concluir que descobrimos um novo peptídeo pertencente a um grupo de 

moléculas que foi descrito anteriormente apenas em anfíbios. Em resumo: a 

nomenclatura se refere a “Bm” nome da espécie da serpente; “T-2”, triptofilina do 

grupo 2.  
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Figura 1. Bothrops moojeni (Figura 1, A e B). Perfil cromatográfico do extrato do 

veneno obtido da serpente B. moojeni (C). (D) Espectro de ionização/dessorção 

obtido por espectrometria de massa assistida por matriz – tempo de voo (MALDI-

TOF). (Fotos: Peter Eaton). 

 

Recentemente foi reportado que uma triptofilina secretada por glândulas da 

pele de Pithecopus azureus no momento larval que antecede a mudança para o 

ambiente terrestre possui atividade antioxidante em ensaios em células em 

modelos de microglia humana e de camundondos120. Desta forma, decidimos testar 

a atividade antioxidante deste novo peptídeo encontrado em veneno de cobra, 

BmT-2. Iniciamos medindo sua atividade de eliminação de radicais in vitro com 

ensaios baseados em produtos químicos. A capacidade antioxidante do BmT-2 

contra o radical ABTS• foi de 795,94±19,88 µM/g. Resultado semelhante foi 

observado quando o BmT-2 foi utilizado para proteger a fluoresceína dos radicais 

livres derivados do AAPH, quando apresentou atividade antioxidante de 

673,72±5,96 µM/g. 

Poucos estudos exploraram a potencial atividade antioxidante das 

triptofilinas. Um desses estudos investigou a atividade de eliminação de radicais de 

vários peptídeos de triptofilina L secretados pelas glândulas dorsais da pele de 
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Litoria rubella148. Dois desses peptídeos, S–P–W–L (OH) e F–P–W–L (NH2), 

apresentaram forte atividade antioxidante em relação ao radical ABTS•148. 

A citotoxicidade do BmT-2 foi analisada avaliando sua atividade hemolítica 

contra hemácias humanas (hemácias; tipo O+). Em qualquer concentração testada 

(de 12,5 a 400 μg/mL), o peptídeo não rompeu as membranas celulares (Figura 

2A). Em outro conjunto de experimentos com hemácias, avaliamos o efeito protetor 

do BmT-2 contra a hemólise induzida por AAPH. O peptídeo protegeu eficazmente 

as hemácias da hemólise quando presente em concentrações de 25 a 400 µg/mL 

(Figura 2B). Vale ressaltar que os resultados mais expressivos foram encontrados 

para as concentrações de 50 e 100 μg/mL, que demonstraram atividade protetora 

superior a 75% (Figura 2B). 

 

 

Figura 2. Experimentos com glóbulos vermelhos humanos (RBCs). (A) Atividade 

citotóxica de BmT-2 em hemácias humanas. O grupo controle (Ctrl) continha 

apenas eritrócitos e DMEM (controle negativo). (B) Efeito anti-hemolítico do BmT-

2. O asterisco (*) representa diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) em 

comparação com o controle negativo de eritrócitos humanos tratados apenas com 

AAPH (grupo A). Trolox foi usado como controle positivo (grupo T) Resultados 

expressos como média±SEM, N=3. 

 

Demais triptofilinas, como AcT-3 (EGKPYWPPPFLPE) e PsT-1 

(KPPPWVPV) identificadas em secreções de Phyllomedusinae ssp., tiveram suas 

propriedades hemolíticas avaliadas contra eritrócitos de cavalo. Ambos os 

peptídeos não apresentaram efeito hemolítico em concentrações entre 10 e 160 

μM149,150. Embora os eritrócitos utilizados nos estudos citados não sejam de origem 
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humana, os resultados são semelhantes aos obtidos no presente estudo, pois 

observamos os melhores níveis de proteção contra hemólise entre as 

concentrações de 100 a 50 μg/mL do peptídeo. 

Além da atividade hemolítica, também avaliamos o potencial citotóxico do 

BmT-2 contra a linhagem celular SK-N-BE(2) (neuroblastoma humano). O ensaio 

de viabilidade celular MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio) 

demonstrou que a metade da concentração citotóxica máxima (CC50) de BmT-2 foi 

de 1.733±15,33 µM. Este resultado indicou que BmT-2 seria citotóxico para células 

de neuroblastoma SK-N-BE(2) apenas em concentrações milimolares. 

Em seguida, ensaios de dano ao DNA foram conduzidos para avaliar o 

potencial do BmT-2 para proteger o DNA do dano oxidativo in vitro. O dano ao DNA 

em um sistema de reação contendo AAPH foi confirmado por níveis aumentados 

da banda correspondente ao DNA linear e níveis diminuídos da banda 

correspondente ao DNAem seu enovelamento nativo (Figura 3). A 4.000 ppm, 

BmT-2 preveniu significativamente a degradação do DNA induzida por AAPH para 

sua forma linear (Figura 3C). No geral, os resultados dos ensaios de eliminação de 

radicais in vitro convergem para o potencial antioxidante do peptídeo. 

 

 

Figura 3. (A) BmT-2 protege o DNA contra danos oxidativos induzidos por AAPH 

in vitro. (B) Níveis normalizados de bandas enoveladas de plasmídeo; (C) Níveis 

normalizados de bandas lineares de plasmídeo. Painel mostra duas réplicas 

técnicas. Os dados foram analisados usando ANOVA de uma via seguida pelo teste 
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post hoc de Bonferroni. O asterisco (*) denota uma diferença estatisticamente 

significativa; p<0,05, N=2. 

 

Uma importante abordagem para estudar as propriedades antioxidantes de 

compostos é a determinação de sítios ativos que são capazes de interagir com 

radicais livres e espécies carregadas. Para tanto, foi realizada uma análise 

comparativa envolvendo o peptídeo BmT-2 e outros antioxidantes comuns. A 

Figura 4 ilustra o IFCA e PEM de BmT-2 (Figura 4A) e seu MDA comparativo 

(Figura 4B) em relação aos compostos antioxidantes Trolox, Melatonina, Vitaminas 

C e E, Glutationa, GHK, L-carnosina e Salamandrina I.  

As estruturas coloridas representam a distribuição dos valores IFCA/PEM na 

estrutura do BmT-2. As cores vermelha e azul representam, respectivamente, sítios 

reativos (carregados negativamente) e não reativos (carregados positivamente), 

enquanto os valores intermediários são definidos de acordo com uma escala 

RGB119. 

 
 

Figura 4. Descritores de reatividade local para BmT-2: (A) IFCA em relação a 

nucleófilos (f+), eletrófilos (f-), radicais livres (f0) e PEM (potencial eletrostático 
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molecular). (B) Mapa doador-aceptor: índices BmT-2 (estrela) em relação a outros 

antioxidantes (círculos). 

 

Nota-se que BmT-2 apresenta alta reatividade em aminoácidos aromáticos, 

ou seja, Phe é dominante para reações com agentes nucleofílicos, enquanto Trp 

domina a reatividade em relação a agentes eletrofílicos. Também foi possível notar 

a partir de f0 que Phe e Trp possuem reatividades semelhantes em relação aos 

radicais livres. Em geral, o potencial eletrostático é dominado por sítios terminais. 

Considerando o mapa doador-aceitador (MDA), o BmT-2 pode ser definido como 

um bom aceptor de elétrons e um mau doador de elétrons (principalmente em 

relação ao Trolox e à Vitamina E), sendo muito semelhante à Salamandrina-I e à 

Vitamina C. 

Com o objetivo de avaliar as interações efetivas envolvendo BmT-2, 

simulações de dinâmica molecular com campo reativo (DMCR) foram realizadas 

para sequências de BmT-2 na presença de moléculas de água e AAPH. A Figura 

5 ilustra alguns representativos instantâneos obtidos durante tais simulações. Os 

resultados evidenciam a existência de interações π-π significativas entre os 

resíduos Phe e Trp de peptídeos adjacentes, que são estáveis ao longo da 

simulação (ver Figura 5A). Além disso, é possível notar uma ação efetiva de Phe 

e Trp com AAPH degradado (obtido durante a evolução do DMCR), envolvendo 

interação co-facial e ligações de hidrogênio para Phe-AAPH e Trp-AAPH, 

respectivamente.  

 

 

Figura 5. Interações relevantes identificadas por simulações DMCR: (A) 

Empilhamento Phe-Trp π-π; (B) Interação entre Phe e AAPH degradado e (C) 

Interação entre Trp e AAPH degradado. 
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De acordo com sua definição, IFCA descrevem interações moleculares 

envolvendo deformação espacial dos orbitais de fronteira (DEOFs), que são 

conhecidos como processos “soft-soft”151,128,152. Por outro lado, efeitos 

eletrostáticos, conhecidos como interações “hard-hard”153, são descritos pelos 

PEMs. Uma vez que ambas as interações significativas apresentadas na Figura 5 

ocorrem em centros reativos identificados pelo IFCA, é possível propor que a 

atividade biológica de BmT-2 seja governada principalmente por interações “soft-

soft”, possivelmente envolvendo processos de transferência de carga. Em 

particular, o bloqueio dos centros ativos de Phe e Trp devido a interações π-π (Fig. 

5A) o que poderia explicar a atividade reduzida de BmT-2 em soluções muito 

concentradas (ver Fig. 2). 

O fator nuclear 2 relacionado ao fator eritróide 2 (Nrf2) é um importante fator 

de transcrição contra o estresse oxidativo154. A via KEAP1-NRF2 é a principal 

resposta protetora contra estresses oxidativos e eletrolíticos. Em condições 

homeostáticas, KEAP1 faz parte de uma ubiquitina ligase E3 responsável pela 

estrita regulação da atividade do fator de transcrição NRF2, levando-o à 

ubiquitinação e degradação dependente de proteassoma155.  

O estresse causado por EROs e/ou ERNs ativa um mecanismo molecular 

facilitado pelas cisteínas do sensor em KEAP1, permitindo que NRF2 escape da 

ubiquitinação. O acúmulo de NRF2 na célula possibilita sua translocação para o 

núcleo, onde prossegue com seu programa de transcrição antioxidante mediado 

por fatores de pré-transdução57,58. 

Para analisar o potencial antioxidante do peptídeo, células Neuro2a foram 

tratadas com arsenito, um conhecido indutor de EROs156. Três horas após o 

tratamento com arsenito, encontramos níveis mais elevados de NRF2 (Figura 6), 

um fator de transcrição que controla a expressão de várias enzimas antioxidantes 

por ligação ao elemento de resposta antioxidante, confirmando o estresse oxidativo. 

Após incubação com 100 µM de BmT-2, o tratamento com arsenito não aumentou 

os níveis de NRF2, o que indica que o peptídeo foi eficiente em conter o estresse 

oxidativo gerado pelo composto químico (Figura 6B). Em seguida, medimos os 

níveis de proteína de superóxido dismutase-2 (SOD2), um antioxidante sob controle 

de NRF2. Um padrão semelhante foi observado na mesma concentração de 

peptídeo, embora nenhuma significância estatística tenha sido obtida (Figura 6C). 

A SOD-2 é uma enzima antioxidante com função de desintoxicação contra EROs. 
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Localiza-se na matriz mitocondrial e está envolvido na modulação de diversos 

processos celulares157,158. 

 

 

Figura 6. BmT-2 apresenta potencial antioxidante em células Neuro2a. (A) Análise 

de Western blot para NRF2, SOD2 e β-actina em extratos celulares totais de células 

Neuro2a tratadas com arsenito, BmT-2 ou sua combinação; (B) Níveis 

normalizados de NRF2; (C) Níveis normalizados de SOD2. Os dados foram 

analisados com ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de Bonferroni. A 

exibição de letras compactas indica que os grupos que não compartilham letras são 

estatisticamente diferentes entre si (p<0,05), N=3. 

 

A produção excessiva ou descontrolada de ERO pode resultar em danos 

celulares e várias condições patológicas neurodegenerativas. O NRF2, um fator de 

transcrição relacionado à ativação de genes de proteção celular, é um alvo 

terapêutico atraente para prevenir doenças neurodegenerativas159 uma vez que os 

marcadores de dano celular (proteínas, enzimas e ácidos nucleicos) derivados de 
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espécies reativas de oxigênio (ERO) têm sido associados a danos cerebrais e 

diversas doenças, como Alzheimer160, Parkinson161,162, Huntington163 e esclerose 

lateral amiotrófica164. 

A composição bioquímica neuronal é particularmente suscetível a EROs, 

pois é envolta por lipídios insaturados, que são instáveis à peroxidação e 

modificação oxidativa. As duplas ligações desses ácidos graxos insaturados são 

áreas cruciais para a ação dos radicais livres, potencialmente desencadeando uma 

cascata que danifica os ácidos graxos insaturados165,166. 

Alguns peptídeos derivados de fontes animais possuem propriedades 

antioxidantes neuroprotetoras relevantes. O peptídeo potencializador de 

bradicinina-10C (BPP), encontrado no veneno de B. jararaca, demonstrou efeito 

protetor contra a toxicidade induzida por peróxido de hidrogênio (H2O2) em células 

SH-SY5Y (CRL-2266) ATCC, na concentração de 0,1 µg/mL167.  

Um grande número de moléculas antioxidantes é secretado pelos 

anfíbios168. Por exemplo, Ocellatin-K1 (1-16) e Ocellatin-K1 (1-21), identificados na 

secreção cutânea de Leptodactylus vastus, minimizaram a produção de estresse 

oxidativo (EROs) induzido por lipopolissacarídeos no hipocampo de 

camundongos169. 

Por fim, validamos ainda mais a atividade antioxidante de BmT-2 em células 

de cultua usando citometria de fluxo após a marcação de Sk-N-BE(2) estimuladas 

com forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) com sondas fluorescentes. Descobrimos 

que BmT-2 demonstrou uma redução significativa nos níveis de espécies reativas 

de oxigênio (ERO) e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) (Figura 7).  

As espécies reativas de oxigênio/nitrogênio contribuem para o dano celular 

neuronal em doenças neurodegenerativas, modulando a função de biomoléculas. 

O tratamento da linha celular de neuroblastoma humano Sk-N-BE(2) com 50 e 100 

µM de BmT-2, reduziu significativamente os níveis de ERO (Figura 7B). Para ERN, 

por sua vez, uma redução significativa foi observada apenas a 100 µM de BmT-2 

(Figura 7C).  

As espécies reativas envolvidas na neurodegeneração incluem peróxido de 

hidrogênio (H2O2), ânion superóxido (O2-) e hidroxila altamente reativa (OH•), bem 

como espécies reativas de nitrogênio, como o óxido nítrico (NO), que podem causar 

efeitos deletérios à neurônios por doenças exógenas e endógenas20. Moléculas 

antioxidantes podem interromper ou reduzir as reações em cadeia de oxidação 
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responsáveis pelo dano celular, geralmente envolvendo processos complexos de 

desativação de radicais livres, mecanismos de transferência de carga e/ou reações 

químicas59. 

 

 

 

Figura 7. BmT-2 mostrando propriedades antioxidantes e neuroprotetoras. (A) 

Cronograma do ensaio. (B) A produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) e 

(C) espécies reativas de nitrogênio foram induzidas por forbol-12-miristato-13-

acetato (PMA) em células Sk-N-BE(2), que foram tratadas com 50 e 100 µM de 

BmT-2. Controles: DMEM (controle negativo) e DMEM + PMA (controle positivo). A 

exibição de letras compactas indica que os grupos que não compartilham letras são 

estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). 

 

4. CONCLUSÃO 

 

Este estudo demonstrou que o peptídeo BmT-2 encontrado no veneno de B. 

moojeni é a primeira triptofilina identificada e totalmente caracterizada em 

serpentes e possui atividade antioxidante in vitro e inibindo o estresse oxidativo em 

células em cultura do sistema nervoso (neuroblasto). Os ensaios ABTS, ORAC, 
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danos no DNA e hemólise induzida por AAPH demonstraram que ele possui 

capacidade de eliminação de radicais. O peptídeo também apresentou baixa 

toxicidade contra hemácias humanas (RBCs)/O+ e células de neuroblastoma. 

Estudos in silico indicaram a relevância dos resíduos aromáticos do BmT-2 

em suas propriedades antioxidantes permitindo uma melhor compreensão do 

mecanismo referente às suas atividades. Isso como perspectiva permitirá o 

direcionamento de modificações químicas para aumentar a atividade de um futuro 

fármaco. 

O peptídeo também pode modular a ativação de NRF2 induzida por arsenito 

em Neuro-2a e mitigar a superprodução de EROs e ERNs, induzida por PMA em 

células Sk-N-BE(2). Apesar de nossos resultados promissores, ainda são 

necessários mais estudos para entender os mecanismos de ação subjacentes aos 

efeitos antioxidantes do BmT-2, especialmente em circunstâncias in vivo. 
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CONCLUSÃO FINAL 

 

Em resumo, o trabalho desenvolvido com os peptídeos sintetizados a partir 

dos estudos sobre serpentes, demonstrou ser uma ótima fonte de biomoléculas de 

interesse da saúde que podem ser direcionadas futuramente para o 

desenvolvimento de fármacos, onde o veneno desses animais, representam 

misturas complexas de substancias bioativas como proteínas e peptídeos com as 

mais diversas funções farmacológicas, bioquímicas e fisiológicas.  

No processo de desenvolvimento desse estudo, o trabalho corrobora para 

potencializadoras moléculas com atividade antibacteriana, antileishmania e 

antioxidante. Os efeitos citotóxicos apresentados para os peptídeos BatxC, 

BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1, BatxC(C 2.15Phe) e BmT-2 foram baixos em 

concentrações micromolares (µM), proporcionando efeitos bactericidas e 

leishmanicidas (promastigota e amastigota) e efeitos antioxidantes, apontando 

relevâncias para tratamentos de doenças negligências, bem como, neuroprotetora 

de interesse a saúde pública.  

Os estudos desenvolvidos no primeiro capítulo dessa tese, demonstrou que 

os peptídeos sintéticos BatxC, BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1, BatxC(C 2.15Phe) 

tiveram um efeito positivo em membranas de bactérias e L. amazonensis. Através 

dos experimentos realizados e confirmação por Microscopia de Força Atômica 

(MFA) conseguimos demonstrar que esses peptídeos atuam diretamente na 

membrana desses microorganismos, devido ao seu potencial catiônico confirmado 

por ensaios in silico realizados para determinar sua conformação estrutural. Outro 

aspecto importante observado foi o fato da diminuição de amastigotas interiorizadas 

em macrófagos peritoneais de BALB/c, conseguimos demonstrar que nossos 

peptídeos sintéticos conseguem reduzir em concentrações micromolares a carga 

parasitária no interior desses macrófagos. O mecanismo para tal feito ainda 

necessita ser elucidado, porém os resultados apresentados foram estatisticamente 

significativos para p<0,05 para os 3 peptídeos testados.  

O segundo capítulo, a partir da descrição da primeira triptofilina encontrada 

no veneno de uma serpente (B. moojeni), o peptídeo BmT-2 testado, apresentou 

através de estudos in vitro (ABTS, ORAC e quebra do DNA) potencial antioxidante, 

para além de conseguir em concentração de 50 e 100 µM reduzir o estresse 
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oxidativo a partir da diminuição de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (ERO 

e ERN) em células SK-N-BE(2) e diminuir a expressão NRF2 e SOD2 em células 

Neuro2a, demonstrando ser um agente diminuidor de estresse e vias metabólicas. 

Conseguimos demonstrar através dos ensaios de quebra de DNA, que numa 

concentração de 4000 ppm do peptídeo, ele protege a quebra na forma linear 

(desenrolada), com resultados expressos significativamente de p<0,05. Para além 

disso inferimos seu valor citotóxico, onde concluímos que para obter um efeito 

tóxico para células, o peptídeo BmT-2 precisaria estar em concentrações 

milimolares (mM), o que é constado através dos ensaios com células SK-N-BE(2). 

Em eritrócitos humanos, para além da confirmação de não toxicidade do peptídeo, 

demonstramos que o mesmo foi capaz de proteger as células contra a hemólise 

induzida por PMA, com resultados significativos para p<0,05 entre as 

concentrações de 25 a 400 µg/mL do peptídeo. 

 Os efeitos produzidos a partir dos estudos com BmT-2, sugere que através 

de sua relação eletrostática e seu resíduo aromático estrutural, o peptídeo BmT-2 

é um bom doador de elétrons o que quimicamente correlaciona com os possíveis 

fatores potencializadores dos efeitos antioxidantes produzidos experimentalmente. 

A identificação de novas moléculas a partir do veneno de serpentes, 

demonstrou ser eficaz com os métodos empregados, mesmo assim a análise das 

estruturas e emprego dessas moléculas, demandam maiores esforços para 

entendimento dos possíveis mecanismos de ação desses peptídeos. Planear os 

passos a seguir, compreende um esforço para uma possível sequência promissora 

de estudos desses peptídeos, assim sendo, um passo para futuros fármacos de 

interessa a saúde humana. 
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ANEXOS 

Anexo I 

Purificação dos peptídeos sintéticos BatxC, BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 e BatxC-

(C-2.15Phe)  

 

Cromatogramas analíticos na coluna RP-HPLC C18 do BatxC e análogos de 

peptídeos sintéticos. λ = 216 nm 
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Anexo II 

Confirmação por Espectrometria de Massa (MALDI-TOF) dos peptídeos BatxC, 

BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 e BatxC-(C-2.15Phe) de acordo com a relação 

massa/carga 

 

 

 

 

 

BatxC 
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Anexo III 

Purificação do peptídeo sintético BmT-2 (triptofilina) 

 

 

 

Cromatograma analíticos na coluna RP-HPLC C18 do BatxC e análogos de 

peptídeos sintéticos. λ = 216 nm 
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Anexo IV 

Confirmação por Espectrometria de Massa (MALDI-TOF) dos peptídeos BmT-2 de 

acordo com a relação massa/carga 
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Anexo V 

Ensaio de viabilidade celular contra promastigotas de L. amazonensis dos 

peptídeos BatxC, BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 e BatxC(C-2.15Phe)  

 

 

Os resultados são expressos como média de absorbância de MTT ± desvio 

padrão (SD) de experiências independentes (n=2). 
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Anexo VI 

Ensaio de citotoxicidade para o peptídeo BmT-2 em células SK-N-BE(2) 

 
Normalize of Transform of MOJFILIN_abs.570
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Os resultados são expressos como média de absorbância de MTT ± desvio 

padrão (SD) de experiências independentes (n=3). 
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Anexo VII 

Licença CGEN para acesso patrimônio genético do material biológico estudado.  
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Anexo VIII 

Projeto FAPDF de mobilidade internacional aprovado que permitiu a realização de 

experimentos no IMM/Lisboa e na Universidade do Porto na Faculdade de 

Ciências (FCUP). 
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Anexo IX 

Artigo internacional publicado referente ao capítulo 1 
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Anexo X 

Artigo internacional submetido referente ao capítulo 2 
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Anexo XI 

Artigo internacional publicado como co-autor durante o Doutorado 
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Anexo XII 

Artigo de Revisão internacional publicado como co-autor durante o Doutorado 
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